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Le METODE PENTRU EXAMENUL CITOLOGIC IN 
ea NU vL LC Il 
MICROSCOPIA. FOTONICA 


lels Introducere 


Informaţiile structurale,- fiziologice; biochi- 
mice, biofizice, matematice, etc.în biologie s-au do- 
vedit a aveg o valoare deosebită pentru înţelegerea 

modului de organizare Si funcţionare a materiei vii. 

Prin intermediul difracției cu raze X g-a elu- 
cidat mecanismul replicării AoDeNe=ului, 
acestei macromolecule, a biosintezei proteinelor ,mo= 
ment în care a luat fiinţă biologia moleculară care 
demonstrează cu multă acuratețe relaţiile dintre 
structură şi funcţie, 


Cu ajutorul unor metode biochimice şi biofizice 
cum ar fi rezonanţa electronică de: spin, rezonanța 
magneticä nucleară; fluorometria, ditracţia neutróni- 
lor, eto, s-au putut obţine în ultimii ani date 
valoroase despre organizarea structurilor subcelulare. 


a trenscrierii 
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E 
in linii mar ly în biologie celulară SIN uriu- 
eks AE a i as SR Cp APAR E ο T TETEE MET, 
toarele. metode, ge. studiu ὁ 


r ϱ-- 
b Α- fomtalomiss 


B - biochimice 
C = fiziologice 
D = biofizice 


και δ. 


Be = Metodele morfologice utilizează ca aparate 
OEIRAS - ZUR 


———— WV ecc EG ρε în ANAL GP a 


optic. (Zotonie sau luminos) gi electronic 


(& se vedea cursul de Biofizică). 


(1) - Έπε Examenul citologic $n microscopia fotonică 


este limitat de de puterea de Separare suu reé25luti6" g= 
aparatului (puterea de rezco'utie a microscopului foto- 
nic reprezintă cea mai mic: distanţă 16 care două 
puncte pot fi văzute dintinct), 

Puterea de rezoluţie se calculează după formie 
lui Abbé, (Biofizicë). 


Be consideră că limita mazimä a puterii de rezo- 
luţie a microscopului optic este de 0,2 microni, limită 
care se crede că nu va putea fi depăşită, 


Prin montarea unor dispozitive speciale, le 
microscopul optic se poate realiza : 


LLC & 1n.conirasi de fază permite studiul 
celulelor în ο. iris ( celule nefixate gi necolorate), 
Scotind în evidenţă unele detalii de structură care nu 
se pot observa la microscopul optic obişnuit; ea este 
folosită la studiul celulelor în culturi, e mişcărilor 
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celulare (cu sau fürü deplasare), a reacţiilor celulare 
Ai Fam 

la diferiți agenţi (fizici sou chimici), etc; 
es ui s 44 LÀ 
"A mioroscopig | de fluorescent utilizează radia- 


PEPEHIN qa pU μπι 


viile ultraviolete emise EC 0 lamp cu Main de mercur; 
e 


dupa traversarea unui. preparat microscopic devin vizi- 

e. Fluorescenţa poate fi naturelă, produsă de subs- 
vente care se găsesc în mod normal în celulă (auto- 
fluorescentá) şi secundară, provocată prin tratarea 
preparsielor cu anumite substanţe numite fluorocromi 
(tioflavina, acridin-órenge, etc). 


Hicroscopia de fluorescentă se uţilizează în 
special in identificarea ant igenelor în celule (irunc- 
fluorescentă), în studiul benzilor fluorescente ale 


cromozomilor, în identificarea unor substente din 


μὲ + microscopia pe fond înţunecat sau ulitrani- 


mu 
AS IU CE ext rye S MIO TE Iu T re 


croscopig& permite « ami marea celulelor şi bacteriilor 
în suspensie ; nu se pot observa structuri ci numai 
perticole din citoplasma. celulelor vii ( este un 
fenomen similar observării particulelor de prar 
într-o rază de soare), | 


- Citologia în microscopi le | 
permite studiul alcătuirii moleculare a rato 
biologice (puterea de rezoluție 1,2 fR), 
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Există mai multe tipuri de microscoape electro- 


e 


nice dintre care două sînt mai utilizate în biologie : 


| le~ Microscopul electronic de transmisie 
( T.E,M., ~ Transmision Electron Microscope) cu ajutorul 
căruia imaginea ultrastructuralá a celulei este proiec- 
tată pe un ecren fluorescent; 


ὃς = Microscopul electronic đe balei iaj (S,E,M, 


- Scanning Electron Microscope), utilizat în studiul 
ultr PE ο celulare cu ajutorul 


zeeză pentru evidens e esa localizării precise 


E ὁ r > & 


3 
ræ 
isti tufenpiios iata şi ωρών Gin celule, 


ο -ᾱ. 


ΩΙ 


τ ή VIT den E ος κ 
fizice cere ge petrec la nivel celuler ( de exemplu 
legile fizice după care se realizează transportul prin 
membrană) ο 


Unităţile de mă sură folosite în studiul celule- 
lor z£nt : 


= l micron sau 1 micrometru = lo "2 mm 
- 1 milimicron gau 1 nanometru τε 1078 mm 
1 Anget m l 9 e " η è á " 


l/lo milimicroni. 


i 
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Pentru obţinerea unor preparate bune se impune 
folosirea unor timpi operatori de prelucrare a piese- 
lor a căror cronologie trebuie respectată cu riguro= 
zitate. 
In ordinea lor acegti timpi sînt :- 


lec. R e colta E ea 


hA p Α ΠΟΙ " ο ο). ποστ ιτ στι 
μας ERN ARN IRRE vh en νο esce th "mu P Nos MH e PI SOTII ΡΝ TA apti IEI κ ΕΦ 


Recoltarea TOTEN din timpii cei mai 
ificili în tehnica citologică deoarece, cu maximum 
de operativitate, după sacrificarea animalului de ex- 
perientá sau obţinerea unui preparat prin biopsie sau 
alt act operator,trebuie să se obţină un fragmeni de 

ţesut sau organ care să conțină populația. celularë 


ce trebuie studiată; s Ec (o RIA 


—— — ——À— ο 
N... FIII = 


Recoltarea se face pe o placă de plută sau de 
2.V.C. foarte curată ; se folosesc pense fine fEPZ ^ 
—— ERR 
dinţi care se manipulează cu delicateţe pentru a nu ( 


rivi preparatul 5 în acelaşi scop; 18 fasonarea 
piese1ue se folosesc lame de ras Bot, üegresate)? 


In cazul $n care  Vesutul are o consistenţă moale 
(sistem nervos central, testicul) gi recoltarea fras- > 
metelor nu se poate face fără riscul strivirii lor, 


se preferá fixarea unor fragmente mai mari timp de 


pe odd perioad $n care structurile superfioiele se 4 


uiii citologie, această νι se face “ae 
temperatură de + 490 ), 


Piesele recoltate trebuie să aibă feţele plane © 
şi paralele, cu o grosime de 1-4 mm ( grosimea 
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mică ugurează pătrunderea mai. rapidă a fixetorului în 
piesa de studiat) e 
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1.3.) F i i fixa t ori i e 


ues ΣΚ 


TORERE 


c VE fut 


ii structurilor r celulare după — 


(Sa. fixare, se TA menopera care are drept 


e oprirea alte 
scoaterea. din. org: ani Seul . „Viu. a unui fras me 


m" DNEIDESUEGUERUS 


fixarea păstrează forma, forma, “structura şi compoz ziņtia 


chimică a- rA viie 

spp 
fun nctionele 516 moleculelor proteice care reprezintă 
pa rtea principală a constituienţilor celula formînd 
macromolecule insolubile în lichidele utilizate ce 
tehnicile de includere. el d 

Prin coagularea proteinelor de către agenţii 

fixatori se blochează reacţiile enzimatice, impiede- 


cându=se în acest fel distrugerea autolitică a celu- 
lelor, 
(oe s Un bun fizater citologic trebui 
: cască următoarele eonditii : 

a) să pătrundă rapid in țesut ; 

b) să producă o retr&ctie cît mai mică a piese- 
lor evitínà modificarea taliet, formei gi ο μας: 
dintre celule ; | | 

19. să permită ο bună. includere 18 parafinë 


ratori se conibină cu numeroase grupe 


AT, wl 


a încenli- 


E 


Fixerea se realizează prin : 


( Te) agenţi fizioi n 16510829 
| Mc EL =» Oriodesicare 


a agenţi en 3 fixatori simpli 
„NT ve amestecuri fizatoare 


CE Agenti fizici 


la) desicarea sau uscarea este folosită în 
pepesa în tehnica hematologick.(vezi capitolul 3). 


SUC 

X Ὁ criotesiosree s sau uscarea sub vid 
metodà care cin obtiseréa cu un minimum de alte- 
rări celulare a unor secţiuni fine în care structurile 
sint păstrate fără modificări chimice importante, 


| Timpii orioăesicării sînt 


QE congelarea bruscá în azot lichid a unui 
fragment de tesut proaspăt ; 
|. o + üesicare& lui sub vid şi 18 ο temperatură 
suficient de coboritá pentru: ea apa tisulară să 
ireacă direct din starea solidă în starea de vapori 
(liofiliízere) ; prin această manoperă se eviţă difuze- 


>. tag + impregnarea dizectk cu parafină sub vid a 
aem 18085. 


gie se folosegte : că Găfăvanţi ο singură subătențăi 
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tetraoxidul de osmiu ( 050,), impropriu denumit acid 
osmic. Conservă foarte bine structurile. celulare dar 
are dezavantajul că pătrunde foarte încet în piesă 
(0,5 mu în 24 ore). 


In soluţie apoas ă este folosit în conservarea 
mitocondriilor gia | complexului Golgi, iar sub formă 
de vapori pentru fixarea tesuturilor, 

Datorită fixärii lente, a costului ridicet, a 
toxicității sale ( conjunctivite ), tetraoxidul de 
osmiu are o utilizare reâusă în microscopia fotonicá, 


(2 Za Amestecuri. fixatoare se împart in patru 
πε 2T " | 


ος SL a5 API AO 


* UA itu > 


grupe : 
| &)) imestecurile crem —osni.ce conservă foarte 
Πο ντ σε νο αλλη ο η. δε ο ο ταν πως 
bine structuri Li nucleare | centrozomii , aparatul fuso- 
riel, diferentierile —— ai celulare ca marginea 


în perie, platoul striat şi cilii. 
Timpul optim de fixare este de 12 - 24 ore, 


Retractiile sint mioi gi piesele se pot include 
in parafină, Principalele amestecuri cromo-osmice 
sînt următoarele : Plemming, Benâa, Champy, Nassonov, 
Benoit,eto, | i 


ai fro Amestecurile, apale ΕΤΕ | 050 gi acid | 
acetic, sînt folosite pentru studiul mitocondri ilor 
Si permit impregnare& &rgenticà a complexului Golgi. 
„Dintre aceatea mai folosite sînt amestecurile fixatoa- 
re: r$, Kopsch, Regaud, Helly, Maximov, eţe, 


Timp optim de fixere 6 «24-9063 
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pregnarea argeniiol & complexului Golgi, Din aceste 
amestecuri se cunosce următorii trej. fixotori: Ramon 
y Cajal, Da Fano gi Aoyamae 

Timp optim de fixare 3 = 25 ore, 


(87, Amestecuri, oromo-acetice ge folosesc : in stu- 
iul granulelor de secretie a ergagtoplasmei, & cili- 
lor si $n cercetări de cariologie, Se cunosc fizatorii: 
Telliesniczky, Koimer, pae ete, 


Alti fixatori ο ci NETS. 
In cercetarea biologică, în afara celor patru 
grupe de amestecuri fixatoare descrise mai sus, se 
utilizează cu rezultate asemänätoare gi adi: fixatori 


o Formol =. calciu BAKER , un bun fixator pentru 
nitocondrii gi complexul Golgi. : | 

2, Fixetorii CLARKE gi CARNOY, conservă foarte 
bine ergestoplasma. | | 


3ο Pizatorii BOUIN, SUSA, HEIDENHEIM, sînt 
utilizați în studiul produgilor de secreție celulară, 

Nici-un fizator citologio nu este universal si 
de aceea arta fixürli constă în alegerea corectă ΕΝ 
emestecului , în raport de ceea ce trebuie studiat. 
(Mabel nT o 1)e 

Pentru o bună fixare este necesar să se ţină 
seama de următoarele reguli: 


LA evitarea alterüxilor eutolitice printz-o 
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ORGANITUL CELULAR SI FIXATORUL INDICAT 


μ.ο” ο Pm 


ORGANIT - ον o os. FIXATORII UTILIZATI 
Nucleul Helly; Newcoüber, Carnoy, 


Nuoleou . 5 | 

uL c LL Umioxid de crom, formol» 
petes Caj o, A Chem 

Complex Golgi - Cajal, Da Feno, Aoyama, Py. 
KR MEE formol-calciu. . 


Orth, Kopsch, Regaud, Kolster, 


Mitocondria ᾿ 
tT SA formol-caloiu. | 


Ergastoplasma (^  Tetraoxid de osmiu, Bouin, Susa, 


Clarke, Carnoy. 
| / | | | E 
Pizatori cromo-osmici, Bouin, 


Cenitrozomul κ | j [d 
| Susa, Clarke, Carnoye 


Marginea în 

perie . πε y D | 
Pletou siriat -` „Amestecuri cromo-osmice, Carnoy 
ατα ο OU Cca IAN TRANG 

N ῇ th, Bouin Helly. a 


Erw ΕΟ ΘΚΡη 


.  Sanfelice gi fixatori pe bază de 


Scanned with OKEN Scanner 


fy 


m 


fixare cît mai. rapidă după moartea, punotia biopsia 


sau exereza unui organ; [οὐ 
b/ prelevarea corectă a pieselor; 


of utilizarea unor flacoane cu fundul plat pe 
care se aşează o hîrtie de filtru sau tifon ; fl&coR- 


nele trebuie să fie suficient de. încăpătoare. gi sà 
permită introducerea unei cantităţi, suficiente de 
fixator (aproximativ de 40-50. ori mei mare decât al 
fragnentului de fixat), EE ACORN 


| â/ agitarea pieselor € din timp în timp, in. τ. 


mele ore. ale fizării pentru & mentine aceeaşi compo- 
zitie chimică a fixetorului care vine în contact eu 


κ fragmentul de ο 


e/ durata fixkrii variază de 18, citeva ore la 


câteva zile, în funcţie de fixatorul utilizat, siruo- 


tura şi dimensiunile pieselor, 


Lehe 


Se reni Lienz μὰν eliniunres.j πω în 


exces apălînăd piesa fixată în apă curgătoare (12-24 


ore) gau direct în aloool (în cazul folosirii fixa- 


torilor pe bază de alcool. - Carnoy). 


Pantri ὁ includere corectă sînt necesari 
patru timpi: 
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le deshidratarea pieselor din care 
Tixatorul în exces; | 

2. clarificarea gi impregnaree lo» cu un 11ο.48 
miscibil cu parafina; | 

Je impregnarea cu parafină ; 

4e turnarea blocului, 


Ἐς Deshidratarea este un timp necesar deoarece 
apa nu este miscibilă cu parafinas 


E RE 


Pentru deshidratare se folosesc : alcoolul 
etilic, acetona, dioxanul, etos. . l | 

Deshidraţarea cu alcool etilic se realizează 
prin trecerea pieselor în băi cu alcooluri de concen- 
iratie crescînâă, Pentru cercetări de „Şrhologie se 
foloseşte cîte o baie de alcool de 50°, 799 .. 800, 969 
şi trei băi de alcool absolute Wu 

Pentru piese cu o grosime de 5 mm, durata. deshi- 
. draiării este de cîteva ore ( 5-8 ore). Cînd piesele au 
fost fixate într-un lichid pe bază ae alcool, Geshidra- 
tarea începe cu alcoolul absolut (Carnoy). 


e Clerificarea oare urmează deshidratürii,.are 
drept gCOD îndepărtarea din piesă Si înlocuirea Jui 
cu o substanţă miscibilà cu parafina cu care urmează | 
SÉ fie impregnatá piesa, | 

Pentru clarificare, piesele deshidratate sint 
. trecute prin trei bài succesive de : xilen, benzen, 
toluol sau alcool amilic, durata optimă fiina de 5-8 
ore pentru piege cu o grosime de 3-4 mm gi de 30 
minute « Ἱ oră pesiru wa fragment bioptic, 


BB. eliminat 
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, piesa capătă un 


Re 


La sfirs itul clarificärii 
oarecare grad de transparenţă, 


Θ΄ 


Ίβο le = Baterie pentru includere la parafină 


tzj 


- 


3. Impresmarea cu parafină se face intr-un 
termostat la temperatura de 5690, în care trecem 
piesele prin irei băi de parafină topită, 


Parafina pentru impregnare conţine 5 - lo $e 
ceară âe albine care modificá consistenţa blocului, 
permitind ο bună sectionare a tesutului inclus. 

Durata optimi pentru o impregnare corectă este 
đe 18-24 ore, adică 6-8 ore pentru fiecare baie, 

in cazul utilizürii includerii sub vid, durate 


impregnárii este mult mei mică 


4, Turnaree blocului. sau includerea propriu-zisă 


Se tourná parefina topită intr-o formă de metal sau 
hârtie, puţin mai maro decit piesa; cu o pensă $neül- 
zitá se scoate fragmentul de ţesut din ultime baic 


şi se introduce $n parafina turnată anterior, avînd 
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grijă ca ea să fie ofientată cu suprafața care va fi 
sectionstü spre fundul formei, 
După răcirea gi întărirea blocului, includerea 
se consideră încheiată gi se poate trece la timpul. 


ulteriore 


Sectionarea&a blocurilor se face cu ajutorul unui 
aparat numit microtom de parafină cu care se pot reanli- 


za secțiuni de 3 = 5 micronie - 
Blocul de secţionat se fixează pe un port obiect 


care se montează la microtom (Fig. 2), -> 


In jurul piesei se lasă ο bandă de parafină 

groasă de maximum 1 = 2 Ime 
| Blocul împreună cu port=obiectul îi oo alaă 
suferă le fiecare învîrtire a roții microtomului o 
âublă mişcare : una de înaintare realizată cu ajutorul 
unui gurub κε cu care se reglează grosimea 
ο luca şi o migcare verticală prin care piesa 
întâlneşte cuțitul. fix al microtomului, 


lele Lipirea sectiunilor pe lani. In vederea 


prelucrării lor ulterioare (colorare) secțiunile sînt 
eplicețe pe un port-obiect de aticlă sau lamă perfect 
uscată, cu dimensiunile de 76/26 mn şi grosimea de 

L = 1,5 mm, Pentru a nu fi îndepărtate $n timpul 
manevrelor ulterioare, sectiunile sint lipite pe 
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2, Microtomul de parafină g 


i poziţia 
ă de muchia 


Fig. 


blocului de parafină 


fat 
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port=obiect prin intermediul unei pelicule fine de 
albumin Mayer (albuş de ou gi glicerină în părţi 
egale) sau o soluţie apoasă de gelatină ορ} -= 0,2 %, 


Etalarea sectiunilor pe lamă se face pe o 
platină încălzitoare şi durează cîteva secunde, Se 
îndepărtează apoi apa iar lamele puse oblic pe un statiy 
de lem se introduc într-un termostat la 370% , unde 
timp de 24 ore se desăvirgeşie uscarea şi lipirea 
secţiunilore 


In vederea colorării propriu-zise, secţiunile 
se deparafinează prin trecerea lor prin trei băi de 
xilol, benzen sau toluol ; solventii parafinei sînt 
îndepărtați trecînd lamele cu secţiuni prin trei băi 
de alcool de concentraţii 6«screscínde de unde sînt 
introduse apoi într-un pahar cu apă (hidratate). 
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necesare două 
| | 


elo Intro ἃ u cerne T 


€ Colorarea constituienţi Lor celulari este un 


| fenomen foerte complex în care intervin factori fizici 


—— 


şi mecanisme chimice, . 2 
bc ia ges 


minerea ear στην adică nefixate si ne- 
colorate nu oferă detalii structurale necesare stuăiu- 

= πω οι 
lui οἱ Ὃ ος 


m 


ETE 


"Pentru s andone acestui Senideret, sint 
roprietáui : 
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A. 

W a/ colorantul să Ῥοβθᾶο ΤΙ. atomice speci- 


ale. care-i conferă colorarea , grupări care sînt numite 


pouen - m, 


Li 
“7 


 "oromofore" s 
| dl 


EAT 9) b/ să conţină grupări | care=i permit o fixare 
permanentă pe substanţa de colora àin celulă ; 


aceasta se numeste "opupare auxocromá? Ld 


. Marea majoritate 8 coloranților utilizaţi + in 
a E 4 * 
biologie sint produşi. organici de sinteză, Compuşii 


Mee 


organici prevăzuţi cu grupări cromofore se numesc 
"oromogene' e 
Rc PME 


Principalele grupe cromofore t i ana 3e, 
unos wis adi RR i i FE 
caracterul colorat al coloranților biologici uzuali 


sînt : grupa azo, &zinà, de tip îndamină sau tiazină, 
gruparea nitro gi -gucleu aromatic. sub formă chinonică, 


i carea ο ο i oran- 


, Colorenţii utilizaţi in biologia gr se 
pot clasifica în mei multe criterii, cf md 


^ 


εὐ γρ 


+ ren de origine maturdlk sau vegetală ( (ezes. 
safranina, indigoul, carminul, orcein&, τ 


ca» + gintetici, (exe: albastru de metil), 
TEE ic a Malin 


» 
Am | ^ 
y Btagéück de 


NC o E pozitiv ; ei colo-. 
πο μμ. μέ, | 5 — 
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reazh citoplasma: celulară (coloranta eitoplasmati: ci 
ca de St. $ uzina, tuxina acidă, verdele de lumină, 


------------φ 


etc. ) e A 
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(3 color ți bazici seu cat onici care ge atageazü 
de e structurile subcelulare încărcate negativ ; Co0lo- 


——— 


reazü Struct structurile nucleare gi de aceea se numesc colo- 


_xenţi nucleari ( de ex, : hemalaunul, fuzina bi bazică, 
| rem enalaunul, fuzina bazică, 
zm albastrul de toluidină, etc). : 


E coloranţi neutri „rezultă din amestecul in anumite 
proporţii a unui colorent bazic şi acid şi colorează 
Ch iii E ESPERE σωμα 
unele incluziuni citoplasmatice cu reactie neutrá 


(επ. : eozinatul de azur de metilen, eozinatul de 
albastru de metilen), | 


ο o -ᾱ- oră i i 
7 - = TI - - ρος EAST BESTEN 2 


Hecanismele fixírii coloranților pe atuuri de 
e a e πο” 
celulare sînt foarte complexe, intervenind factori 
Zizici gi mecanisme chimice» | 


ie: De exemplu, în reacțiile _histochimice proprii 


fiecărei grupe de substanţă intervin mecanisme chimi- 
n αχ mes — mM 
Cee 


: Ünele reactii gi coloratii Se realizeazà prin 
actori fizici. Aceştia sînt : 


(* pătrunderea pur mecanică a colorentului in intev 


3 Tiorul unor structuri tisulare, prin osmozü seu cepi- 
| laritate ; 
"+ adsorb Antí£ln: lá. in .ocolorat: iile diferenţiale 


ο ορ Y Rates ο) 


ale As «^ 3 h- ΜῈ 
rrem lemente antena un um Vasut , Cunii ioni 


20 - 


sînt adeòrbiți mai ugor decât 81441) | 
+ absorbţia, legată de structura fizică a congiitu- 


ienjilor celulari. 


(25e Principalele metode 


( ^13 după numărul colorengilor utilizaţi, colora- 
αν: se împart în dovă grupe: 


+ imple e cînå se folosegte un singur voldrsdé, dese 
tinet uiii in eiii a nucleilor | sau & altoz 
structuri; 

+ combinate care agcoiază doi sau mai milti colo= 
renti, ín vederea colorării diferenţiate a diverselor 
elemente dintr-un țesut (de exe: hematoxilin-eozină) + 


| ci. CE după modalităţile, de, colorare, Be disting: 


PV APD) AES zer ze 


col 1 progresive când se opreşte colorarea 
în momentul în care preparatul a ajuns la tenta dorită; 


oprirea se face prin apălare . | 
secţiunea aula supracolora- 


të ier eoi ος. de colorant se elimină cu ajutorul 
unui diferenţiator ; în final vor rămîne colorate se- 
lectiv mai multe structuri (ex.: coloraţia Nissl); 


£neinte de a fi incluse în parafină; sînt utilizate 


în ον metalice 
0 ei colorarea μμ ar η 


atunci când piesele sînt colorate 
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2 
contact direct cu secţiunea ; 


+ colora [11 indirecte sau coloratii prin morâan= 


e 


sare in care, pentru obţinerea color&tiei este necesas 


ră prezenţa unui. mordant (substanţă care sensibilizea- 
ză țesutul la PRE, νο ανά 


2.69 ο ο l orare B cu he ma τ ο 1 


lin-eozinü 
eee 

Este, cea mai utilizată coloraţie şi are drept 
scop evidenţierea în 1 mare, a structurilor celulere, 
a identificării ţesuturilor, - i 

Deşi nu este o coloraţie citologică, ee pune 
în evidenţă o serie de aspecte structurale orientative, 
peniru un examen solie sau anatomo=pâtologic de 
rutină, 


Timpii coloraţiei sînt „următorii 


+ deparafinarea secţiuni Lor în trei bäi de xilol, 
toluol sau benzen ; e 

T eliminarea, ,Solventului.parafinei prin trecerea 
sectiunilor prin trei băi cu alcooluri de concentra- 
ție crescîndä (100$, 96% , Tof); 

+ eliminarea, alcoolului prin apă curgătoare; 

+ introducerea. sectiunilor.hidratate într-o solu- 
iie de hemalaun (hematoxilină + iodat de potasiu + 
&laun de jointe) timp de 5ilo minute; 

 * Bpălare cu apă curgătoare 2-5 minute; | 

+ Ὃ ώμο. Vimp de h- minute. . 
intr-o baie cu soluție apoasă de eozină 14$; : .  - 

+ spălarea ΑΛ μας timp, câteva secunde, in 


T en iai 
Sg. pista) eidd 


apă distilată ; 
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p 


e A dA: 
(C τος 7 


t deshidratare., în, afcozura. as de concentraţie « 62885 
cindà pînă la alcool absolut; 
+ clarificarea secţiunilor in trei băi cu xilol, 

timp de | 5-1o minute; ον. | ' | 

+ montarea ; pe secţiunile colorate şi clarificate 

se pune o picătură de balsam de Canada peste care se 


aşează o lamelă de sticlă, 


Rezultate : nucleii apar JET RR EA în albastru 
violet, nucleolii in Togu, ier. citoplasma în roze 


Eiichetarea pre: aratului se face prin aplicarea 


unei etichete pe care se trece numărul de înregistrare 


din condica de lucru şi țesutul sau orennut recoltat 
P a 


= 


Si coloraţia făcută, αν. TI Ia pi ea ai t aum aig 
a ρω ο M CAN CX Se | 
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| Q u METODE PENTRU EXAMENUL CITOLOGIC IN 
i i V3 κ 
SRL în ni MICROSCOPIA. FOTONICA 


Studiul caracterelor morfologice, chimice gi 
enzimatice Be poate realiza şi pe frotiuri gi ampren- 


te. 
i pe M 
EN Rrotiul D d 


Se realizează prin întinderea celulelor care η 
se găsesc în suspensie într-un mediu lichid ( sînge, 
spută, puroi, spălături gastrice, lichid pleural si, 
ών. eto) pe o lamă porí-obieot. 

| Cel mai utilizat ste frotiul: cu material bio- | 


i 


„logic. fizet şi colorat X frotiul de sînge). | | 


- o ESI Preiia ul | 


{ E face pe Lame port obiect şi comportă ατα - 
, torii finpis. | 


η 3,241. € | 
NAP PA Didier μήνα, PEPI * σου 


L ge faog prin puno- 


up" uf 
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ţionarea părţii laterale a pulpei degetului inelar 
sau medius cu un ac de injecție subeutanată bine gte- 
rilizati. Pielea se dezinfectează gi se degresează cu 
o compresă îmbibată $n alcool sau eter. 

Se apucă degetul subiectului cu mîna stîngă 
fixînâu-l între index şi police gi se înţeapă cu acul 
ţinut în mîna dreaptă printr-o mişcare rapidăe 


Prima picătură de sînge se şterge cu o compre- 


să uscată deoarece ea poate conţine lichide tisulare 
sau impurități de pe piele. 


ELLE Efectuarea frotiului propriu zis 


gue 


Constă. în. întinderea pe o lamă de sticlă per- | 


fect curată. a picáturii de sînge într-un strat subti- 
re, uniform. A doua picătură de sînge care apare pe 
pulpa degetului, se ridică cu marginea mică a unei 
lame glefuite şi se aplică pe una din extremităţile 
unei lame port-obiect aşezată orizontal, 

Ian momentul contactului cu lama „port=obiect, 
se imprimă, lamei. pe care se află „picătura. de. sînge 
o mişcare de lateralitate, pentru ce sîngele să se 


întindă. pe linia de. contact. 
Este bine ca între cele două lame să se for 


meze un unghi de 35? după care se imprimă lamei 

glefuite o migcare de Pomi i în L APREL lamei 
port obiecte (416.932). 

Grosimea frotiului de sînge depinde de : 

+ mărimea picáturii de einge (picătură mică » 


frotiu subţire) ; 
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+ unghiul pe oare-l formează loma glefuitá cu lama 
port obiect(este cu atît mai subtire cu cât acest 
unghi este de 30-35?); 

+ viteza de întindere ( printr-o viteză mare ge 
obţine un frotiu gros). 


Un bun frotiu trebuie să fie subţire, să nu &cope- 
re toată lama, să aibă două margini laterale di ad 
se termine în i frenjH, 


302630 Pizarea_ trotiului „Be. face prin : 


a/ uscarea seu desicerea frotiului imediat 

Gupă confecţionarea sa; se face la temperatura ceme- 

rei prin agitarea lamei ( frotiu uscat); colorarea 
trebuie făcută cît mai ray. . posibil pentru e preveni 
alterările celulare gi modificarea ΤΕ tinc- 
toriale; 

b/ soluţii fizatoare “τοῦθ umed) ca alcoolul 
etilic absolut timp de 15 minute, alcool etilic abso= 
lut gi eter în părţi egale timp de 5-15 minute, alcool 
metilic timp de 2 minute sau prin vapori de 080, 
inovaţie. ala, th 


"up De2e4e Golorerca -froiiului sanghin 


maaa 


.. "Be face ου metoda May-Grümyeld-Giemsa « sau 
polozaţia penoptioü Pappenheim, 


Tehnica este următoarea: 


^ + lamele ou frotiul în sus se agează pe suporţi 
din bere de stioli agezate paralel, în cutii Petri; Ἢ 


μον 
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2 86 acoperă frotiul cu un număr de picături dia 


i soluţia May-Grünwald (eozinet de albastru de metilen). 


dinutk tre minute, timp în care alcoolul metilic din 
| cei face rper prepaxaetului; 


„+ se adaugă apoi un număr egal de picături de apă 


distilată neutră gi se omogenizează cu o pipetá 


Pasteur; se las încă două minute, timp în care so- 
lutia hidro-aloooliel Mey-Grünwelà acţionează ca un 
colorant; 

;+ se îndepărtează. din tie: May-Grünwald prin incli- 
narea lamei Şi, fără spălare, se acoperă Zrotiul cu 
soluţia Giemsa diluaţă (1-2 picături la 1 mi apă dise 
tilată neutră) ; după. 20 secunde se îndepărtează şi 
frotiul se „acoperă din nou cu soluţia Giemsa âi1uată 
care se. ine. 20=30 minute . | 
Su spălarea frotiului la un jet. de apă; 

„+ Sirerentierse . în apă. Aistiaată. neutră timp $e 
1 minut; i 

+ se aşează lamele pe un stativ amo se esteaptă ı us= 
„carea lore ΟΝ ΝΕ 


| Examinarea frotiului se face 1a » microscopul foto- 
nic utilizînd obiectivul de imersie. 


δις ya wd eid ote 


Rezul Lr te > i 


. - Britrooitele au o culoare cărămizie 
e Nucleii au o culoare violacee A 

5 Nucleolii se colorează în albastru palid | 

- Granulaţiile euzinofile se colorează în port oca= 
pin iar cele bazofile în sd dastea gta; neurofilele 


Scanned with OKEN Scanner 


28 
g iar agurofilele în rogu 


Scanned with OKEN Scanner 


purpuriu. 

orează 1n yio” à 
) iar ribo- 

e de albas- 


$n maroneânchă 


colora 
laceu áegoxiribonucle 
nucleoproteinele (AcRe 


18 Me y-Grünweld Giemga col 
oproteinele ( Λοροῖ ο 
Νο) în diverse nuent 


-- 


ile vaginale, mamare, 


Acestea se fac din secreti 
prostatice gi celulele provenite din epite- 
or bucală, nazală, ocularăe 

rul unor spatule din sticlă sau metal, 


Cu ajuto 
tampoane de vată sau tifon, se recoltează secrețiile 


care se etalează într-un strat subţire pe lame port- 

obiect degresate. Imediat după întinderea frotiului, 
 fÉrÉ a-l usca, lamele se introduc într-un amestec 

alcool-etilio absolut gi eter în părţi egale timp - 
"de 15 minute, Be pot folosi gi alte amestecuri fixa= 
toare în raport de ceea ce dorim să obţinem. | 


brongice, 
11416 mucoasel 


După fixare} frotiurile se pot colora cu . : 
" May-Grfiweld Giemsa gau hematoxilină-eozinăe pc ME. | 


uve 
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μυ ce pru ertt 


Se fac din spălături gastrice, lichid pleural 
şi peritoneal (pleurezie, ascitü) etc, 

ln cazul $n care aceste probe nu pot intra în 
lucru imediat, pentru conservarea celulelor este ne- 
cesară fixarea lor. Cel mai bun fixator universal 
pemiru fluide este soluţia de alcool etilic 504, 


Pentru aspiratele gastrice se foloseşte alcool 


ul eti- 
lic 95$. 


Produsele care urmează a fi examinate, fixate 
sau nu, se centrifugheazá la 1500=4000 turatii / mi- 
nut timp de 10-30 minute, Dupá centrifugare lichidul 
supernatant se îndepărtează iar din sediment cu o 
ansă sau pipetá se ia o picătură 51 se întinde pe o 
lamă degresatá pe care s-a întins un strat subţire 
de albumină Mayer, Chiar dacă lichidele biologice re- 
coltate au fost fixate cu soluţia de alcool etilic 
504 , frotiurile umede obținute din ele se fixează 
b timp de 15 minute cu alcool etilic absolut = eter în 
părţi egale, | | 


de5o Amprentele de organe 


dabei Organul de examinat se sectioneazü transversal 
eta zona care prezintă interes: pentru diagnostic. 


29 N, 


3.4. 


Se fac din spălături gastrice,lichid pleural 
şi peritoneal (pleurezie, ascitá) etc. 

ln cazul $n care aceste probe nu pot intra în 
lucru imediat, pentru conservarea celulelor este ne- 
cesară fixarea lor. Cel mai bun fixator universal 
pentru fluide este soluţia de alcool etilic 50%, 
Pentru aspiratele gastrice se foloseşte alcoolul eti- 
lic 95%. 


Produsele care urmează a fi examinate, fixate 
sau nu, se centrifughează la 150094000 turaţii / mi- 
nut timp de 10-30 minute, După centrifugare lichidul 
supernatant se îndepărtează iar din sediment cu o 
ansă sau pipetă se ia o picătură şi se întinde pe o 
lamă degresată pe care s-a întins un strat subţire 
de albuminá Mayer, Chiar dacă lichidele biologice re- 
coltate au fost fixate cu soluţia de alcool etilic 
50% , frotiurile umede obţinute din ele se fixează 
timp đe 15 minute ου alcool etilic absolut = eter în 


părţi egalees 


Organul de examinat se secţionează transversal 
prin zona care prezintă interes. pentru diagnostic. 


ριον 
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ERE 
sturiu gau ο damă agcu- 


Secţionarea se face cu un bi 

vită pentru 8 evita deformarea pan gtrivirea pese 

rilore 
pensé: ge prinde fragmentul 


Cu δρουν mei 
eu fete seoţionată pe lama 


port-obiect âegresată; Se- fixează cu alcool. etilic 
absolut = eter în părţi egale: timp de 15 minutes Ἢ 
Amprenta. fixată Be usucă den ge. sotedsank Ἡ cu May 


Grünwald Mmi. ολα, 


ales şi se apasă ugor- 
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SERA PRR) NA AR e E TU C CPIE, 


Lui 


AICROSCORIA POTONICA - 


| c eua MAL , 
Cu ajutorul { anicrotomulu 


lé congelare Si crio- 
tomului se pot obt ine a e 


A secţiuni de tesut proaspăt, mefixat 
* sectiuni de eur fixet. 


fac: 


+ sinä.. se κρατος. ostio Anatomo-patologio + 
"urgenti examen exi mporanen ) care se poate pune în 

^ 15-30! ; de acest diagnostic sita tehnica opera- 

νὴ torie; EE . MN 

4 cercetarea higtoohimică a unor substanţe, ο e 


„exemplu grüsimile care sînt solubile în substanţele 


mam 


E ^folosite în tehnica de 1noludere la parafină Galen, 
*oluol, benzen, eto) i 


ir i 
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osut, fixet „au inåicații nu- 
merosse, 1 Printre cele maj importante amintim: 

4 examenul „extemporaneu făcut pe fragmente intro- 
Quse rapid í în formol cald; procedeul este brutal dar 
dà rezultate multumitoare; | | 

+ unele cercetări histochimice (catecolemine,  vi- 
tamina D , eto). .— 

+ unele unele cercetări neurohistologice ( metode Benda- 
Spielmayer pentru mielină, - Bielschowsky-Gross pentru 


terminaţiile nervoase, eto.). 


la microtoc mu o de 


"m ο 9. n σα e d & r e aes 


_ Piesele fasonate din țesutul sau organul proas= 
pát, nefixat se agează pe rondela de hîrtie de filtru 
umezită, fără a mai executa alți timpi.Fragmentele 
ĉin Όεπαΐ sau organ care au fost fixate în prealabil 
(cel mai utilizat fixator este formolul) trebuis bine 
spălate înainte de gecţionare deoarece, devin foarte 
stáríimioionme, 


Se va căuta pe cît posibil ca piesele să nu fie 
msi groase de 045 - o8. om. gi să aibi suprefejele . 
paralele, | 
—  "Inghetarea se face ou bioxid de carbon care se 
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d 

găseşte sub presiune în butelii metalioo,. 
98 acoperă piesa gi port-obieciul cu un pahar 
de sticlă gi se deschide cu  intermitentá robinetul 


buteliei pînă când 1 se formează atâtea zăpadă cerbonicá 
B Ai Au si scania rev teii 


cât să acopere preparatul 
 Qeetiunile se culeg dO pe cuţit cu pulpa degetu- 
lui printreo migcare de la bază spre, ο e nas «κο 
lui, şi se pun într-un recipient cu apă, 
In cazul in care secţiunile nu pot fi prelucra= 
te (colorate) ele pot fi păstrate în formol 10% ia 
temperature camerei sau la + 400 timp de 1-2 zile. 


E | uou | 
C43» ς ο 3} 9 rar e a entru exa- 
| menu extemporaneu. 


Sectiunile aflate în recipientul cu apă disti- 
latë sînt trecute cu ajutorul unei fine baghete de 
sticlă în "I" într-un Petri în care se află (8 solu- 
tie o,5-l % albastru de metilen sau albastru de tolu- 


απ. 0 200980 σπα a ση 


Se lasă cîteva minute după care se spală într-un 
vag cu apă distilată, se pescuiesc pe o lamë ΤΕ 
ect gi se montează în ο το 


t HM Ü M  À—À κ. 


Rezultate 


După colorarea cu albastru de metilen, nucleii 
apar în albastru închid iar citoplasma în albastru 
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laxeie porf«obisot dupl ce au fost οι. cu 

un stret subţire de“albumină Mayer, se 185 legă să ge 
 usuoe 18: temperatura camerei timp de 15-30 minute, 
Se introduc oblic în vasul cu apă distilată unge, se 
găsesc secţiunile care se pescuiesc pe lame cu ajüto- 
rul unei baghete de sticlă. 

Se elimină excesul de apă prin sugativare şi pre- 
sare uşoară cu o hîrtie de filtru, iar degradarea pre- 
paratului se evită prin colorarea lui rapidă, 

Tehnica secţionării la gheaţă se foloseşte la οτε 
actuală doar pentru lucrări de rutină. Pentru cercetă= 
rile citologice de fineţe se folosesc tehnicile de 
sectionare le criotom, crio-desicare (congelare-deshi- 


Gratere) gi congelare disolutie (congelare substituție) 


E io tom. ~ 


seame ~- 


ΜΡ i 


Ps 


| Se deosebeste. faţă de tehnica CHEN. prin 
., faptul că la acest aparat secţionarea nu este influ- 


nf” 19mtată de temperature ambientă ier cuțitul si proba 
ei menținute 1a o temperatură constantă de = 122c - 
29 ο da NISA 
“Aparatul. este compus dintz-urmicrotom asenănătă 
ου cel de parafină amplasat £ntr-eo. incintă izot rmàá « 
-zăcită de un agregat απάθεια» cu freon.N E 
&v 


^H 
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elo Tehnica d e 1 αμ ο ru 
II 


ας--------------- 
A 


A fragnentul de ţesut sau de orgaen nefixet aşezai 
pe o rondea de hîrtie de filtru bine umezità este pus 
TA A is 
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pe port-obiectul oriotomului; Mas ο 
L+ port-obiectul ου piesa aşezat vertical pe un 22 


suport metalic, este introdus într-un recipient spee 


cial care conține un lichid refrigerent (în mod obig- 


nuit azot azot lichid: temperatura 19690); 
Ἧ4 sectionare& eo ionarom Es rosimes de 5-10 microni. ; 


nt secțiunile care rămîn întinse pe cuţit se plase&a- 


ză pe lame port-obiect, prin simplulzontact dintre 


acestea, gi sectiune, 


4.5. 2. I nàicatiile criotomiei 
Οι, 7 PI II e E | 
4 cercetări de citochimie; 
Τη + cercetări de citoenzimologie 


9 
) 4 cercetări de  Agmofiucrescentá. 


4. 5; io-desicares — muh ACU 

eie a deshidratare), 2 
Principiul acestei metode precum şi timpii ei | 

au ost desorigi la capitolul 1,35. 
indicațiile orio-desichrii. Permite obţinerea 

cu un minimum de alterări celulare & unor secţiuni 

subţiri. gi uniforme în care sânt conservati constitu- 


. ientii chimici, Pentru aceste motive metoda este folo- 
sită in studiul. citologic gi citoenzimologic. In his- 


= ———————— "20: 


᾿--- 


tochimie, me*od& eg 
iaminelor. 


OST) M e t. 948. d$. oon 


subs tit utie 


Principiul acestei metode este foarte apropiat 
de cel al metodei de congelare-deshidratare; Cons ere 


varea substanţelor din celule este echiva entha? 
—- Z 


olele Timpii de lucru, 


* Congelare& bruscă a unui fragment de ţesut sau 
organ în azot lichid; 

+ pic gi ghietii prin transferul ei în εποοοῖ 
etilic absolut 2 a tempere. uri joase de = 4ο Ὁ pînă 
18 = 709 timp de aproximativ 7 zile, E 

+ piesa împreună cu alcoolul £n care ses fÉcut 
substitutie se lasă să revină la temperatura camerei | 


5 
+ includerea la parafină; 
+ sectionsre& ; 
+ colorarea; | | 


4.1.2, indicetiile metodei 


Prin această metodă se obţine o foarte bună cone 
servare a structurilor oitologioe şi o conservare a 
numerogi componenti ohimicil, 


Prin Bubatituţia în acetonă s-au putut evidentia 
numeroase activităţi enzimatice:  fosfataza alcalină 


ha P AU med 45 usvnnmd ϐ ἡ said “ἱ ma”) "ES "P (Νε pa 
€ Ce f OL OSL [rn a Iu UO, ΜΒ κ! St [8141 Aul Ca s! 9 
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şi acidă, succindehidrogenaza, adenozintrifosfataza, 


ete. Ἢ : "o | 


| Se conservă foarte bine acizii nucleici gi 
glicogenul, 


a 
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— — CRM 


MICROSCOPIA ELECTRONICA 


ε------- ——À n e firmei 


irelevare, tirare, deshidratare Si includere 


ac —————ÁÁ με CREER CR : gar adi 


2e Ίο In i Po -ᾱ uc e Ei e Dr atn 


ουσιών 
x 


sierkcenie.Du ajubsest Dui se poeta. μίαν, 


SERO 


+ exeminerea -curentă de rutină e &. „celulelor şi 
tesuturilor ; | 

+ stuiieres orgenitelor celulare prin tehnica de- 
Sona diferențiată ; 

ocalizar area unor molecule prin tehnici de ultra= 

au ae | 

+ localizarea unor — i enzimatice; | 

+ reacţii imunochimice la nivel ultrastructural, 
eto. 


| Tehnicile folosite în citologia fotonicá sînt 
"improprii ος πὰ preluorăm ul fragment de ţesut sau 
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organ care urmează a fi examinat cu ajutorul inlorose 
copului electronic, 
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ln cele urmează vom descrie tehnica folositá în 
laboratorul nostru de Mi oroscopie Electronică ο . 


5. v E relevarea 


EA ne SR 
παρ JR 


Pentru îti FN nodifiokrilor de oricé natură 
l la nivel celular, este recomandat ca probele de mate- 
rial biologie să fie recoltate din organismul viu sau 
imediat după sacrificarea animalului. de sale da: 
(fixare post vitală), | | 
Cele mai bune rezultate se ob in atunci cínd 
țesuturile şi organele sînt perfuzate cu fixator Ma- 
İntea se sacrificării animalului đe experienţă, adică in 
*roducerea lichidului fixator în torentul circulator 
(fixare intra vitală),  : Col 


Fragmentele de tesut obţinute din puncții sau 
. biopsii; sau fragmentele mici din țesuturile organe= 
π lor recoltate imediat după sacrificarea animalului de 
| experienţă, sînt puse pe fata tără emulsia de azotat 
Ge argint a unei hîrtii fotografice. 
Peste fragmentul de tesut 581 organ se aplică 
l = 2 picături. din lichidul fixator ( glutaraldehidü 
tamponată) rücitá la 490 pentru a opri pe cît posibil 
acţiunea distructivă a enzimelor celulare ( printr-o 
începete cît mai rapidă a fixürii). 
Din fragmentele recoltate ou ajutorul a două | 
e noi bine degrenate, ae confecţionează fragmente 
mei, de formě cubică, cu latura de 1 mm, 


AC 


Cu ajutorul unei. scobitori se ridică fragmentele 
astfel prelevate gi se introduc într-un flacon cu 
fixator răcit la + 4% . 


8. De i Xa. rea 
Mies 
Ca gi în cazul fixării pentru examinarea în mi- 
croacopia fotonicá,procesul de fixare în tehnicile dec 
microscopie electronică asigură conservarea structuri- 
lor biologice cît mai aproape de starea lor funcţiona= 
1ă, vie. | | | 
„Pizarea se xealizează cu ajutorul umar lichide 
fixatoare care determină formarea unc egături incru- 
cişate între moleculele constitutive ele materialului 
prelucrat, care ă d lorarea arhitectonicii 


ου... 


Dintre substanţele cu proprietăţi fixatosre | 
amintim:/tetraoxidul de osmiu (0s0,)| permengsnatul 
de potasiu, formaldehida, glutaralădehica, etc, Aceste 


substanţe sînt folosite în amestec cu diverse soluţii 
tampon ( acetat veronsl, cacodilat, fosfat etc. ) cu 
scopul de a asigura amestecurilor fixatoare un-pE 
neutru gi o miliosmolaritate cît mai apropiată de cea 
a mediului intern al organismului. ( pH = 7,2 = 7,4 
gi 385 mOsM). 


In laboratorul nostru de —— Electronică 
folosim cu foarte bune rezultate, Fixatorul 251 (glu- 
taraldeiidá 5,54 ) care se obține din : Mw, 4 

+ gluteraldehidă distilată lo% . . . . 2 părţi 


"+ tampon fosfat o,l M - ο ϱ 6 0 ο ο. 5 părţi κ 
+ apă distilată ο e ο Ὁ € 9 949 ου d parte. 
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Glutaraldehida tamponată se păatrează la frigi- 


der gi poate fi folosită numai două βάρ! ἔπιθι]. de la 
data preparării, ινανικκικν.κπιιιινή 


Topi. timpii fixárii ae fac la temperatura de e, 
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05.3. Sue t ode, de lucru 


— ence AT 


Os FER introduse cu ajutorul 
unei scobitori întreun recipient .în care se află ᾿ 
glutaraladehiaa tamponată, unde vor sta o oră (la fri- 
gider); 

+ se - fixetorul iar piesele se EE 
|  * după înlăturarea celui de al treilea tampon fos- 
fat o,15 M „fragmentele sint post-fixete timp de o - 
oră în fixator Milloning, acest fixator se obţine prin 
ο τος unui prom de teirscrid de osmiu în loo ml 
tampon fosfat o,15 M .Se poate folosi l - 2 săptămîni 
de la date preparării, ţinut la întuneric si la frigi- 


der, ( + 4 0). (cias Δ. E 


5.432 e-g Ὦ 1 re ter ea 
„Tehnicile de deshidratare au scopul de a îndepăr- 
> ta epa din fragmentele fixate, In cazul în care fixes- 
| gen s-a făcut în condiţii bune, deshidratarea nu pro~ 
duce modificări în fragmentele recoltate, 
€ In procesul de deshidratare, apa din piesă este 
înlocuită treptat prin „trecerea acestora prin bài suc- 


' eegive cu.Blcool sau acetonă în concentrație crescînd: 


Alegerea substengei desbidratani;e està în 
funcţie de materialul de includere, deoarece acesta 
trebuie să fie miscibil cu agentul. de deshidratare: 
$n cazul folosirii vestopalului ge folosegte &cetoná 

iar $n cazul Eponului = alcoolul etilic. 

Timpii sint următorii : 

acetona sau alcoolul etilic 30 ϐ ὁ ο ο ὁ ὁ 
acetonă sau alcool etilic 50o ο : ο » 2) 
acetonă sau alcool etilic Ίο f$ ο - o ο ο 30° 
acetonă sau alcool etilic 902 ο 5 . . ὁ Jo! 
acetonă sau alcool etilic loo $ ο ο ο ο ə 30? 
acetonă sau alcool etilic loo 5 ο ο ο as 20! 
acetonă sau alcool etilic loo $ ο ο ο ο ο 30? 


23 


Pb + + + + + 


ον Ultimile două băi cu scetoná sau alcool etilic | 
absolut se jin 18 κα nori er | 


Inc 1 u d e rea ^" 


| Metodele de includere folosite ín microscopia 

fotoaică se pot folosi si la includerea ţesuturilor 

“ce “urmează a fi studi a la _Mieroscopul electronice 
Substantele folosite la includere pentru micros- 
copia electronică trebuie, să prezinte următoarele ος” 


11184: 


+ să fie solubile în iubstentele de deshidpetare. 
+ BÉ poată pătrunde uşor în fragmentele. de ţesut . 


gau Organ, 


+ Bă fie transparente pentru a permite centrarea. 
gessi. gi-fasonaren. blocului în vederea Beotilepăetie 
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+ în urme polimerizürii së facă masă compactă 
cu piesa$ 

+ să polimerizeze fără modificări de volum care 
ar moâifica forma plegeis; 

i să aibă o anumită duritate care să permită o 
bună seoționare; CS e as i, ET ts | 

Substanțele de Includer folosite la noi fac 
partè din grupul  ráginelo» elo» /poliesterice (Vestop&lul) 
sau a y zăginilor poidice (Spon 612 812). D OP 


55 1; fuoiudérés în Yestopal 


WE. — 


Vestopalul p polimerizeazá (se å întăreşte) cu &juto- 
rul unui iniţiator sau catalizator ( peroxidul de —— 
"benzoil) şi a unui activator ( naftenat de cobalt), 

— VestopBlul de lucru se prepară în timpul deshi- 
 Gfetárii pieselor gi din el se fao, în acetonă &bsolu- 
t&, trei concentraţii - diferite în care piesele sînt 
ținute cîte o ore | 

+ Vestopal I œ o parté Vestopel 

| 2 = 3 părţi acetonă absolută 
+ Vestopal II ^ - 2 părţi Vestopal 
se - 2 părți acetonă absoluti 

+ ΗΝ III = 3 părţi Vestopal | 

ται 1 parte aocetonă absolută 


In Vestopalul de luoru fără acetonă absolută, 
pieacle Be tin 12 + 24 ore, sticluta nemaiavínd dope 


 Capsulele în care ge face includerea propriu zisă κ 


gi care sínt confectionate din gelatină sau polieti- 
lená sînt ţinute în termostat 18 T0 - . 600 ‚matro 


" ( RYT ' &^ 
Wiki 15.5 
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pentru a pierde apa. C» | 
In aceste capsule agezate perpendicular pe un 
suport se introduce o picătură de Vestopal de lucru 
pe marginea lor, pentru a evite formarea bulelor de - 
aer, 
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Cu ajutorul unei scobitori în fiecare capeulă a 
se introduce un singur fragment din tesut care ge 

aşează centrals se introduce eticheta cu numărul ος» 

zului şi apoi se umple capsula cu Vestopel. ` : 


Suportul cu capsule este &gezat în termostat la 
6090 unâe polimerizerea Vestopalului se face în 
24 = 48 ore. Le sfîrşitul polimerizárii blocul: 
trebuie să fie transparent, să conţină în vîrful sáu 
piese care este de culoare neagră ( datorită post= 
fizării cu _tetraoxid de osmiu ) şi să fle suficient 


PREZ X POST- DE ^ DESHIDRA- | 
| ΓΙΧΑΠΕ SPĂLARE FIXARE “TARE 
| 
jutar -- tam on | à O; 
3 ri P | 
INCLUDERE 


I E pon 


Fig.4. Pixere& gi includerea în Apo 
tr — m ine σσ 


ιν. 


TA 
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8 METODE PENTRU EXAMENUL CITOLOQIC IN - e, 
MICROSCOPIA ELECTRONICA - 


| 
. Contrast ct ! 
Ἂς, ο... as aroa se tiunilor 


Sectionare& şi aplicarea sectiunilor pe port-obiect 


= 


pe 
6.1. Sectionarea 


Pentru a putea fi examinate la microscopul elec- 
tronic, piesele trebuie secţionate cu ajutorul unor 
-aparate de Son rue ie [δν numite ultramicro- 9 

ἜΟΕΤΙΕ ο y | l 


Există două tipuri. ae ult 


+ Ultramicrotoame cu expansiune mecanică (Porter- 
Blum) Zare au acelaşi principiu de funcţionare ca si 
microtoamele de parafină; 

+ Ultramicrotoame cu expansiune termică care 
functionează pe baza principiului de dilatare termică | 
(L.K,B. Reichert) ; tija metalică care serveşte drept 
suport pentru blocul cu piesa de organ ce urmează a 
fi sectionatá, are înfăgurată pe ea o bobiná; la 
trecerea unui curent electric tija se încălzeşte, 
se dilată gi transmite dilatarea ei, deplasându-se | 


46 . 
către cuțitul care este fix. Concomitent cu mişcarea 
orizontală, tijei i se imprimă gi o mişcare vertica= 
1ᾶ de Bus in jose | | É 
6ο 2. NFasonarea blocului. Pentru ca, trognentul de o 


.. sau organ să poată fi gecţionat, trebuie mai 
întîi îndepărtată capsula ἃ de gelatină cu cu polietilenă ` 


aceasta se -realizează printr-o văietură cu lama de-a 
lungul ei şi înlăturarea ei. | 
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locul astfel obţinut se fixeaz într-un ort- 4 
bloc; după care urmează fasonsrea lui, adică obține- 

rea unei piramide în al cărei: vânt trebuie să se gá- 

seascá materialul de MEL 


si κιν. 10 binecalază,, In ωρα: confectionirii 
piramidei unghiul de iluminare al blocului trebuie 
„astfel ales încât. imaginea prin lupă să permită o 
cât mai bună vizualizare a suprafeţei de secţionate 
Prima secţiune este orizontală, îndepărtînâu-se 

o calotă subţire de vestopal de lá virful blocului 
pînă 18 piesá. Prin patru tăieturi oblice în Jos şi 
în afară se obţine piramida a cărui vîrf trunchiat 

. trebuie má aibe forma unui pătrat cu latura de ου] 
-0,9 xm. O suprafaţă mică de sectiune permite obti- 
nerea unor seotjiuni uniforme gi. subţiri. 


ERE Sectionar narea ea propriu misi. u sisi. se realizea- 
αν. pr | unor cutite speciale confecționate dix 5 


μεν mcs 


+ oțel, sticlă, digmant.Oele mai utilizate sint δω. 
19 din sticlă "ies: ofi mai dur. | |^ < ^g 


AT 

Peniru confecţionarea cuţitelor cin sticlă ge | 
foloseşte un aparat special numit knife = makere 
Muchia cugitului trebuie gà fie orizontală gi exami= 
nată la lupă, trebuie să apară ca o dungă subţire e 
luminoasă, lipsită de asperităţie 

Pe vîrful utilizabil al cutitului ζώων are 
formă triunghiulară) se je confecționează un bazin mic 
_numit in in moă curent "bac", - ., folosind bandă. de leuco- 
_plast seu scotoheo Ἢ 
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Blocul se “umple cu ο dantitată suficientă de 
apă distilată κ care trebuie să atingă muchia meme 
lui.. 

Unghiul de. înclinare a ARa. fedi as supra- 
faţa blocului trebuie să fie de aproximativ 2-3 grade 

Aceste. pregătiri terminate, se pune în funcțiune 
ultramicrotomul e. Ia fiecare cădere a blocului, pe 
cuţit trebuie i să. apară o nouă secţiune ce o împinge 
pe cea „precedentă, - astfel încât. secţiunile obţinute 
se întind ca ο bandi pe. agata apei distilate 
din bac, 

Examinarea mersului sectionšrii şi a “benzii 
de sectiuni obţinute ge face ou ajutorul unei lupe 
- binoculare montate la ultramiorotom.Iluminarea bacu- 

lui gi a conținutului său se face cu o sursă de 
~ lumină rece (lampă fluorescentă) pentru a evita Ἢ 
* “eventualele dilatári ale blocului sau eutitului,. 
Grosimea peotiunilor ΒΘ. poate aprecia după.  . 
culoarea. de interferență pe care o prezintă: în mo-. 
mentul geotionÉrii t geotiunile ultrafine au Ò cu- 


49 
loare galben - pai gi corespund unei grosimi deo 
250-300 8. 
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SecHonare -— u 6/96 pe 
vol ο) 


Fig.5. Sectionarea şi etalarea sectiunilor 
FUE Una s dt pe grilă | 


 Secţiunile semifine care se fac tot cu 

ajutorul ultramicrotomului, folosind însă avansul i 

manual : au o grosime de 1500-3200 PI | 

. ,,  5eoţiunile semifine se culeg cu o ansá de sârmă 
foarte subţire gi se aşază pe o lamă foarte curată, 

Apa adusă odată cu secţiunile este înlăturată prin 

încălzirea lamei la flapără pînă la evaporarea ei; 

căldura măreşte aderenţa sectiunilor pe lam, 


49 
locul rămas după evaporarea apei (unde se găsesc 
secțiunile semifine) se acoperă cu citeva picături 
áintr-o soluţie de albastru de toluidină 1.3. Lamele 
cu colorantul pe ele se pun în termostat la 60°C le 
unde se lasă lo-3o minute, după care se spală la un 
jet mic de apă curgătoare, 58 sugativează gi se exa- 
minează 16 microscopul fotonice 
| Cu „ajutorul secţiunilor semifine care se fac 
E i înaintea celor ultrafine se localizează zona care 
| interesează gi se verifică dacă blocul respec£iv 
conţine elementele pe care ni le-am propus să le 


Scanned with OKEN Scanner 


nentes κ 


= +0 |o grilă metalică si ire 
Tieren e REO. ME i 


suprafaţa grilei. ! | å 
yc E DAE I cc . i 3 


LN | MI epe quie ureun 
.. nate pe tale electrolitică: din cupru,nichel,argint,- 


aur platină, tungsten, ou diametrul de 2,3 - 3 mm 


d at 


—— m : 
Ochiurile acestei grile au formă pătrată. 


Criteriul de indéntificare a grilelor este 
"megh"-ul (exemplu : 15 = 400 mesh) ; mesh-ul 
reprezintă numărul de ochiuri pe un "inoa" » adică 


5C 
2,54 om. Grilole de 75, loo gi 150 mesh ga utilize&ü- 
să foarte rar deoarece au ochiuri foarte mari gi peli- 
cula cu care sânt acoperite nu rezistă la fluxul de 
electronice Grilele de 300 - 400 megh se pot utilize 
fără ο ο. 


jets 


(63. n Grilele cu 75 = 200 mesh, pentru a consti- 
asia pin aqu ae NETT S 
xui ος a dati - pentru preparat, trebuie să fie 8Co- 
perite cu o peliculă fparte fină ( pînă 18 200 g grosi- 
me), transparentă gi rezistentă la fluxul de electroni, 


Pelicula se obţine dintr-o serie de substanţe 
dizolvate în solvenţi organici, Pentru confecţionarer 
lor noi folosim parlodiomul 1% în acetat de amil. 

Tehnica pentru obţinerea peliculelor este urmă = 
+oarea: un eristalizator Ὁ sticlă curat, cu diametrul 
de 20 cm şi înălţimea de 8 cm se umple cu apă disti- 
letă proaspătă cu ajutorul ni unei micropipete se | 
lasă să ceđë pe suprafaţa apei de 18 ο mică Gistantá 
o picáturá din soluţia de perlodion 14. Picătura 
ge întinde instentaneu penshprefata apei si după 
câteva minute, cînd solventul a fost eliminat prin 
evaporare şi difuzare în apă, membrane capătă o rezis- 
tentá suficientă pentru a putea fi utilizată. Ἢ | 


» 


Cu ὁ pensá foarte fină se agează grilele pe 
peliculă, în rânduri, paralele după care sînt culese 
cu ajutorul unei g hirtii poroase (hârtie de ziar); | 
grilele &gtfel obţinute se pun într-o cutie Petri E. 
acoperită Gu ο biptie de filtru i peni a ie feri 


de ne 
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Fig. 6. Formarea peliculei gi depunerea ei 
pe grile, | 


Grilele pot fi utilitate imediat după uscare , 
adică după 24 de ore, Pentru a mări rezistenţa mecani- 


. cá a pelioulelor la fluxul de electroni, pe suprafața 


lor se depune un strat subţire gi uniform de carbon, 
Acest lucru se realizează cu ajutorul aparatelor de 
metalizare, prin vaporizarea carbonului cu ajutorul 
unui erc voltaic realizat între doi electrozi de car- 
bone Evaporarea trebuie să aibă loc 18 un vid înaintat 
de 1077 = 1ο”. Terr. | 


€ 5.3  Bectiunile ultrafine ge ouleg de pe su= 


prafata i &pe ac-prin-eplicnréà üeasupra lor, cu 
ajutorul unei pense fine a feţei grilei acoperită cu 
peliculă, Prin îndepărtarea apei cu ajutorul hârtiei . 
de filtru, sectiunile aderă puternic la peliculă. 
Grila cu preparatul in gus ΒΘ plasează într-o cutie 
ets pe fundul căreia, se atlă hîrtie de filtru; | 
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pe aceasta se scrie numărul blocului s 
Se acoperă Petri-ul cu capac gi se legă grilele 
să se usuce după care se poate face contrastarea sec- 


t iunilor. 


A 


Z y 
4» Contrastareae 


_Pentru 8 mări. ο ni eetiuhilor de~ 
zitivăe 


tesuturi şi organe se face colorarea lor 
& se re zou compugi ai unor metale grele 
“(ozizi, hiüroxizi, acizi, săruri)» | 
in Laboratorul de Microscopie Electronică se 
practică o dublă contrastare, cu acetat de uranil şi 
cu citrat de plumbe d e VAII AD | 


/π777//ψῄ777ΐΠΠΠ77,,4., 
Ε εν es 


Fig.l - Contragtarea sectiunilor, 


ο. 


6.441, Contregtarea cu acetat de urenil,. Ἢ 


placă de plexiglas cu o soluție de acetat de uranil 


hr. 


Tu o pipetă se umplu-godeurile- făcute pe o ^ - 


Scanned with OKEN Scanner 


35 | 
Fața grilelor pe care sînt secţiunile se aplică 


pe suprafaţa  picáturilor din godeuri pentru 1o minute 
şi la întuneric, Se spală apoi grilele trecându-se 


prin trei băi cu alcool 50% , Lichidul de pe grilă se 


sugativează cu dec d iE 


ν.- 


Ce Contrastarea cu citret de plumb. (soluţia. 
Reynolds) se face imediat după prima, 


Pe o placă de parafină se pun atâtea picături de 
soluţie Reynolds câte preparate sînt de colorate Peste 
&ceste picüturi se pun grilele cu preparatul în jos 

şi se țin 3 minute gupi care se Faza cu apă bidisti- 
lată. | 


Se îndepărtează apa cu o hârtie de filtru după 
care preparatele se pet examina la Microscopul 
electronic, 
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T. METODE CURENTE DE CITOCHIMIE 


TRE: Es n t ro d uoc e r 9. 


We 


3 : [e] 


Prin citochimie se înţelege identific area gi 


localizarea pe preparate histologice a unor constituienți 
chimici chimici celularie TUNE g 
Aplicarea tehnicilor de prm face εως. | 

lä localizarea e$t mai exactă 16 nivel celular seu 
tisular a substanţelor cercetate, realizindu-se conco- 
mitent - 9 analiză chimică 8 una  nortologică (topochi- 
nie). | | 
| Metodele citochimice trebuie să îndeplinească i 
„două condiţii. egentiele : Asc ca X ETE 

; ' +.să facă. posibilă, aMdentificares specifică si 


constantă a substanţei, chiar dacă aceaste se. află E 


cantităţi foarte miei; ET | 
+ localizarea topografică precisă a substanţei 


cerreetate "d | MEN 
{22Η ecoltaresa ieselor 
Ted Re c o S B T S RPM 
Be face în aceleaşi c condiţii ca cele expuse în _ 
capitolul 1l, 2e -b RAAL 


C. 
Ts 3. Pi x a r e 8 


In citoobimie, fixarea se realizează prin: 


veram t 


ο t AB t rt ED 


D 
deshidratare şi ceriosubgtitutie, κ 

In fixarea prin agenti fizici, factorul esential 
il reprezintă congelarea cît mai rapidă a pieselor 18 
temperatură cât mai scăzută, | 

Avantajele Ia TAATAI) prin agenţi fizici sînt urmă- 
toarele : 

nE opregte dise: activitate enzimatică, împiedi= 
cînd astfel autoliza celulară post-mortem, 

E conservarea structurilor celulare echivalează 
cu cele mai bune fizări chimice pentru oitologie. 


+ deplasarea substanțelor. solubile sau difuzibi. 
le este mai redusă decît în orice alt procedeu de 
“fixare, e l i 


Te 30 20 Pizarea_ prin agenti chimici trebuie să 


eS să nu u deplaseze dintr-un Sector în altul 
substanțele de cercetat; vij 
_+ Bü nu le dizolve; | 
E sí nu le modifice structura chimică 
"n Bă permită desfăşurarea normală a μις 
chimice care urmează să fie aplicate. | 


Trebuie subliniat faptul că nu există un agent 
. fizator chimic pentru conservarea tuturor substanțelor 
 evidentiabile prin reacţii oitoohimioce. 
Un fixator dat poate conserva 'într=o măsură mai 
mare sau mai mică anumite substanţe dar concomitent, 
| prin solubilizare e] poate îndepărta parţial sau 


. total alte substanfjee 
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9, 


71,3,25 Durata- fixüril este mult mai strictă í in 
citocăziile şi citoenzsimologie “deoarece ea este  dictetü 


de eventuala acţiune extractivă a fixatorului g gupra 


unor componenți chimici o 


& ^ 3.4. Volumul j  fixetorului va fi suficient de 
mare pentru & împiedice diluarea| ui cu ape, din piese; 


-— 


el 1 ve fi sahimbat de 1-2. eri în κών fizării e 


1.3.5. Tenperatura fixatorului nifluiengeazk 


——— 
atît procesele de autolizá celulară cît gi viteza de 
pátrundere în piesăc Se preferă fixarea la rece 

(090 = + 40) care previne autoliza dar măreşte durata 


fixhriio 0 . 


1.396». νον fixaiorilor va trebui să fie cît 
n rr pe τσ ae 
mai apropiat de valorile ziologice ( Du- = τ. 2-1. „4) 


"Tot. Includerea 
"O a in PRI IPEE MM 
“Efectul tuturor factorilor implicaţi: în procesul 
de includere (solvenţi organici, temperatură „darată, etc) 
&supra diferiților constituienti chimici celulari 
trebuie bine cunoscut deoarece,ceea ce ΕΝ pàstrat 


corect prin fixere, se poate pierde la includeres 


Cele mai multe din metodele de citochimie şi 
citoenzimologie ge realizează prin tehnica ori otomiei 
iar cele care folosesc fixakori chimici ge realizează 
prin includere le paratink, 
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jtm | | οί AR faca, Co ΟΛΑ AAA CAO 
ES [5g S e, 9 91. i. 9.2 8 re. iod ela AAA LU QA 6 odus 
| | = | "i vs 
Pentru piesele incluse la parofiná,sectiongerea ἵνα | 
se face în modul cunoscut din tehnica descrisă la 
capitolul 1.6, | δν 


| . Pentru fragmentele fixate prin agenţi fizici se 
utilizează seoţionarea descrisă la capitolul 1,6 şi 
de 5e | 


m: îi pir ea sectiunilor 
Se face cu diverse soluţii : dle albunină 
glicerină, altundnAegliceriuB. (Mayesk, amidon, gelatină, 


etc. 
Solutia pentru Lipirea. sectiunilor pe lama po rt 
obiect trebuie aleasă în funcţie de reacţia citochimică 
ce urmează să se facă, De exemplu în reacţiiie peniru 
glicogen etcs lipirea cu aceste substanțe este contra- 
indicatä; în aceste situații, lipirea se face prin 


ΕΗ uscat e Ug 
| Reactiile pentru evidenţierea substante- 
lore | 


sen Au ai scop final furau sânt la examenul 


microscopic al preparatului; a unui semal care,să 
MI ΟΥΟΒΟΟΡΑ ΟΥ me po 
ne informeze corect asupra prezenţei unei sau unui 


grup de substanţe» 


Din numărul. mare 81. reacțiilor citochimice 


numai unele pot fi echivalente cu reacțiile de micro- 


+ chimie analitică. 


In marea 1.0 
{1828 doar grupe de gubstante gi mal a 


Y na Joriiate "— seactil eviden- 
les radicali - 
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sau functii c:imice, Există reacţii. câ.tochimice care 
evidenţiază doar o anumită proprietate chimică legată 
. de anumiţi radicali sau funcţii. chimice ca de exemplu 
proprietatea reducăţoare, oxidantă; bezofilia,meta- . 
cromazia,eto. 

In lucrürile curente de citochimie, — 
rezultatelor se face de obicei numai sub aspect cali- 
tativ, adică substanţa cercetată este prezentă sau | 
absentă, completînâu=se cu observaţii de ordin centita- 
tiv, adică precizînd că substanţele respective se află 
în cantitate foarte redusă (F), moderată ( + ) , mare 
(++ ), foarte mare ( + + + ) sau absentă ( = ). 


Scanned with OKEN Scanner 


Telele Evidenţierea histochimică a unor subs= 
CR RN 
tente minerale. | 
| Se efeotuează datorită importanţei lor $n cito- 
o ana ΠΕ; Ῥοχ1σολο pn Med ioan legali, 


etc, 


—— ——À 


De exemplu fierul, element cu o deosebità im- 
portasntásbiologicà, prezintă un interes major atît 
pentru citologi cît si pentru morfopatologi. In tesu- 
turile animale fierul se află sub două forme: 


€ fierul: ionic (Fe***) ugor de pus în evidenţă 


prin metode foarte specifice gi sensibile; 
„+ fierul mascat, evidenţiabil prin metode chi- 
mice dar după folosirea unui procedeu de demascare, 


Be recomandă fixarea în formol neutru 10% ua 
. Boudin gi. includerea la Ρέμα, 


59 

Zehnice de evidentiere a fierului ionic se ba= 
zează pe urmă torul principiu : în mediul acid, ionii 
ferici (Fe*t*) reacţionează οὐ ferocianura de potasiu. 
formind un precipitat albastru de ferocianură fericá 
sau albastru de Prusia, (De examinat la microscop cu 
obiectivul lo secţiuni prin pulmon hemoragic colorat 
cu metoda albastrului de Prusia (Perls), Se observă 
granule de culoare albastră (Fe ***) ; iar nucleii de 
culoare roşie, 


(__Te72e Evidenţierea. higtoohimică a glucidelor. 
Glucidele sînt aldehide=cetone a unor &lcooluri 
polihidroxilice şi joacă un rol deosebit în activit&- 
tea celulară, Ele pot fi substanţe energetice de prim 
ordin ( exemplu; glicogenul), iar prin combinarea lor 
cu proteinele formează glicoproteinele ce la rîndul lor 
intră în alcătuirea glicocalixului, Ele pot fi eviden- 


tiate prin următoarele metode: 

(1. Studiul metacromazieis Colorarea selectivă 
a anumitor structuri celulare sau tisulare în alte 
nuante decît cea a soluţiei colorante se numeşte 
reacție sau colorație metacromaticá, 
— Valoarea ei formativă a metacromaziei este mai 
mare decît ce& a bazofiliei deoarece ea indică pe 
lîngă prezenţe grupărilor acide dintr=o substanţă 
dată, densitatea gi chiar nature acestora. 
Substanțele care răspund la reacţia 
n următoarele trei grupe : mucopolizaha- 


ici gi lipide cu caracter acide 
metacromatici sînt cei 


/ 


[ 
^ 


metacromae 


ticá fao perte di 


ride, acizi nucle 
^ . Cej mai folosiți coloranţi 
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tiazimioi iar dintre acegtia, în special slbastrulL de 
toluidină, albastrul de orezyl, azur A, etce 
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Pentru studiul met&oromaziei se pot folosi şi  .  . | 
secţiunile semifine făcute din preparatele pentru mi- © 
croscopie electronică, ach a l A 

In mod curent se folosegte albastrul de tolui- 
dini  o,l = o,25 % în apă distilată gi 1% pentru sec- 
tiunile semifine,; . 1 2 s 

Preparat.- Pe secţiunile semifine, structurile 
metacromatice sînt colorate în rogueviolaceu, 


2, Evidenţierea glicogenului : a mucopolizehari= 
elor neutre, 8 glicoproteinelor: gia &lioclipidela 
se face cu ajutorul reacției PA Sa. 


periodic- Schiff). 


Prepar airat =. Po. secțiunile de rinichi embrionar, 


substanţele Pokea pozitive se colorează în roşu vio- 


l&ceu, : | 
Cassa miae ptit a li idelor. 


m a - 
— - 
i m —— — 


Lipidele, cu rol important în metabolism, pot 
fi gi ele évidénjiate i cu ον reacţiilor histo- 
chimice e 

Ca gi în cazul glucidelor în evidențierea his= 
tochimică a lipidelor se apelează la reacţii sau colo= 
raţii generale, reacţii pentru anumiţi radicali (car- á 
bonil, sterol), reacţii pentru evidențierea caracteru= 
lui acid, nebaturat, eto., reac tti. pentru donpenenta. | 
glucidică, protidich. | | 


61. 

Coloraţiile generale pentru evidenţierea lipi- 
delor totale ge fac ou ajutorul lizooromilor (Sudan, 
Scharlach, Oil Reed, etos) 1 acegte substanţe dau 
puţine indicaţii referitoare la constituţia chimică 
a lipidelor, evidenţierea lor fiind bazată doar pe 
dizolvarea, lizocromilor în acele lipide cere la tem- 
peratura laboratorului. ολα în stare lichid&,. 

Pentru colorarea generală a lipidelor totale 
se foloseşte formolul neutru 10% e | | E 

Deoarece lipidele sînt solubile în solvenţi οτ- 
ganici ca xilolul , toluolul, bengenul, includerea nu 
se poate face 18 parafină; ^ colorarea se va aplica 
pe secţiunile făcute 18 microtomul de gheaţă. 

. Preparate Sectiunile de ficat colorate cu Sudan 
III sau IV „prezintă lipidele totale colorate in roşu» 


i 7 To Λο | 


MEL nnd 


tám 


—À 
1 


Proteinele constituie partea cea mai importantă 
de substanţe organice din celule. Ele se clasifică în: 


+ aminoacizi (substanţe ou caracter amfoter) 


„+ peptidele (combinarea dintre doi sau mai 
mulţi aminoacizi) e | 
+ holoproteine gau 
din aminsapisi)r. .. | | 
+ heteroproteine (conţin în afară de aminoacizi 


substante ca de exemplu glucide gi lipide). o" 


proteine ( sînt formate numai 


gi alte 


Metodele bazate pe reacţii histoohimice se 
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&rupează în : 

+ „reacţii generale pentru proteine totale; 

+ "meaoţii de grup care evidenţiază un anumit 
număr de grupări reactives 

+ reacţii pentru grupări speciale ( tirozină, 
triptofan, arginină, eto); | 

+ reacţii ax identificare prin blocaj specific. 


Acizii nucleici sau nucleoproteinele cu o mare 
importanţă MoLeeigă-u se pes δεν pe seotiuni 
MEGtolegid. | | 

 Metodele de. evidenjiere pot « demonstra prezenţa 


diferitelor componente ale acestora; - bazele purinice, 


pirimidinioe, ribosa gi dezóxiriboza, &oidul fosforic 
si fracțiunea proteici (proteine histone şi nehistone) 


Rezultatul reacţiilor depinăe En mare măsură de 
pretratamentul pieselor gi în special de fixare, 
Fixatorii indicati sînt cei precipitanţi, în special 
alcoolul, amestecurile pe- bază, de alcool şi acid 
acetic (fixatorul Carnoy). Acesta fiind un amestec 
acid, realizează prin Precipitarea Buga poReE pipa 
o bună fixere morfologică, - 

Pentru evidenţierea acizilor nucleici se tolea. 
te metoda lui Brachet care utilizează doi coloranţi. 
bazici: verdele de metil gi pironina, | 


Preparat Pe meotjiunile colorate cu metoda lui 
Brachet, A,DeNo=ul se colorează în verde (colorafie | 
nespecifioá. = coloraţia speoifică a A oDeNe=ului 
Be face cu metoda Feulgen, el căpătând o culoare 
rog = roşu) iar AcReNe=ul în ο 
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8, METODE CURENTE DE CITOENZIMOLOGIE 
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bé eit X. nt r oducere 

„Enzimele sînt compuşi chimici care catalizează 
reacţiile de sinteză gi degradare din substanţe vie, 
"Ele sînt aşadar biocatalizatori care joacă un rol 
fundamental în reglarea proceselor metabolice ; inter= 
vin deasemeni în toate E de creştere şi rege= 
nerare tisulară, . 


In celulă, enzimele se găsesc fie absorbite pe 
anumite structuri fie rx A d omagen în citoplas= 
má. | | 5g 

Evidentiere& prezentei enzimelor se face prin 
metode biochimice ( vezi 8,3.) iar decelarea unei &c- 
tivităţi enzimatice se face prin metode histătopochi- 
. mice, Cu alte cuvinte, prin metodele de histoenzimolc- 
l gie se pune în evidenţă "o activitate enzimatică" şi 
nu enzima ca atare, |... . Ἢ 
| Metodele histoenzimologice pun în- -evidență 
existenţa produsului de reacţie, rezultat al acțiunii 
P unei enzime asupra unui. substatrate Cazul ideal din 
E- punct de vedere higtoenzimologio ` este ca produsul de 

reacție nó fie insolubil ( pentru a'nu difuza din 
locul în care s-a produs reacţia) gi colorat pentru 
* putes. fi observat în microscopie ος lui; 


64. 
8,2,M e t od e ocitoenzimolsolfgsl ce o 


motoare 


„Principalele etape ale obţinerii preperatal ui 


pentru reacţii enzimatice epp agemănăt oare 


cu cele din citologia clagi.că recoltare, fixare sec 


tionare, montare) dar prezintă două etape caracteristi- 
ce : incubarea şi vizualizarea, τ 


€ 


/849 12 Recolitarea. Spre deosebire de citologi& 
clasică; reacţiile histoenzimologice se pot face numei 
pe fragmente de tesut &u organe recoltate " in 
vivo" ( prin biopsie sau la foarte scurt timp după sa- 
crifi carea animalului Το | | 


it se folosesc secţiu= 
ως 


B. „2023 Pizarea « Inm d obi; 


| e la criotom, In cazul în care se folosesc 
lichide fixatoare, fixarea se face la rece ( 0° = + 4%) 
timp de maximum 18 = 24 ore ( prelungirea duratei de 
fixare produce artefacte prin di fuziunea enzimeloră + 


(8.2 2/3. Ineubaren, reprezintă cea mai importantă 


Ep d 
etapă din tehnica histoenzimologicà. 


Scopul principal al incubă este e-a oferi 
enzime a cărei activitate urmează să fie evidenţiată, 
un substrat îmbogăţit artificial prin adă -la mee 


diul: de incubație a substratului adeovet enzimei respec- 


tive Acest luoru se face ou acopul de 8 mări viteza de 


reacție în sensul formării. produsului " enzimă + sub- 
strat" , chiar dacă enzima se află în cantităţi foarte 
mici, Cuplul enzimă + gubgtrat reprezintă de fapt ac- 


tivitatea enzimatiok. 
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Un alt scop al incubării este acela de a face 
insolubil produsul de reacţie ( enzimă + substrat De 
Enzimele prezintă două fracțiuni; 
ele prezintă d iuni 
+ ο fracțiune hidrosolubilà numită lioenzim&; 


+ o fractiune liposolubilă namata desmoenzină e, i 


Var a ÎI Pa ca 

ioenzimele se pierd în timpul diferitelor Ma 
nopere de obţinere a preparatului histoenzimatio, evi- 
dentiindu-se numai degmoenzimele, 

Dacă produsul de reacţie (. enzină + substrat ) 
este solubil &ga cum ge întîmplă în cazul hidrolazelor 
atunci el trebuie transformat într-un produs insolubil 
printr-un procedeu numit "captură", De exemplu. dacă 
produsul de reacţie este un anion ( fosfat, carbonat), 
el devine. insolubil prin η, de ioni metalici 
( plumb p 

Pentru realizara acestor aoopuri, medii à mediul de 
incubare trebuie să conţină s  . | 

+ substratul specific (natural sau pantetiuy 
al enzimei a cărei activitate urmează a fi pusă in 
evidenţă ( exemplu de. substrat sînt sărurile đe tetra- 
zolin; folosite pestra; decelarea activităţii oxidore= 


ductazei);: 


4 αυτα 8 care ΠῚ solubilizarea  pro- 


dusului de reactie ( exemplu : în cazul fosfatazelor, 
prin oliz enzimatică se eliberează anionul fos- 
fat care este precipitat prin "captura" de cationi de ` 
Catt pentru fosfataza alcalină gi plumb (Pb**) pentru 


fosfataza &o1dÁ; aceşti "cationi. de captură" se adau-. 


| gë mediului de 1nouba tie sub formă de clorură de calciu 


și respectiv azotat de plumb) ; 
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s 


de amoniu va i în cazul foafatazei acide sulfură 
de plumb, substanţă cromoforü de culoare brun închis); 
ea poate fi vizualizată. microscopic gi indică histo- 
topochimic activitatea enzimatică a foafatazei, acide, 


Se acordă o atenţie deosebită pH-ului mediului 
de incubare deoarece activitatea fiecărei enzime se 
cesfăşoară la un anumit pH optim de acţiune, 

ο importanță deosebită ο are timpul de incuba- 
tie. 5-6 constatat cá saturarea enzimei cu substrat 
se face în 20 minute ; ege. recomandă ied tatonarea 
timpului optim de ανασα. - | 


| izarea activi= 

täții enzimatice se înţelege observarea la microscop 

a unei anumite σα ori, cu aspect granular sau difuz, 
Aceasta indică în principiu locul activitaiii 


enzimatice (aspectul nistotopochimio. al vizualizării 


gi prezintü o anumită intensitate tinctorială care 
demonstrează intensitatea activităţii enzimatice (as- 
pectul de hiesoensimólogio: cantitativă a vizualizării), 


Pentru a fi siguri de specificitatea reacţiilor 
este necesară efectuarea unor preparate de control, 
Preparatele de control sînt acelea în care, prin àife- 
rite procedee, ge include gau ge inhibă activitatea 
enzimatică. 


In momentul de faţă există metode pentru eviden- 


ο Bog. NL 
« tiere& activității următoarelor grupe de enzime; 
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E επ Enzimele din grupul oxidoreductazelor fac 


parte din grupa mare a enzimelor cure catalizează proe 
cesele de oxidare gi reducere din celula vie, Reactiile 


CRT pa a rat Sero οσα a 
de oxidoreduoere sint printre cele mai- importante pro- 


cese ale transformărilor biochimice deoarece ele produc 
cea mai mare parte de energie liberă de oare ere nevoie 
celula pentru realizarea activităţii sale ΤΡ 
normale; 

Prin acţiunea πρ. a acestor enzime, celu- 
la degradează pe cale oxidoreduotoare componentele nu- 
tritive ajunse la ea, Energia potenţială a acestor com- 
ponente eliberată în urma reacțiilor de oxido-reducere 
este depozitată în compuşi macroergici şi folosită ul te= 
rior pentru realizarea traveliului „celulare 


De exemplu activitatea Succindehidrogenazei se 
poate pune în evidenţă prin metoda NACHLAS-SELIGMAW, 
Principiul este următorul: succindehidrogenaze eliberea- 
ză hidrogenul din sărurile acidului succinic pe care le 


transformă în fumarat : hidrogenul eliberat este &ocep- - 


tet Ge o sare de tetrazolin care ge reduce în formazan 
insolubil gi colorate 


II, Hidrolazele sí e catalizează 


reacţiile de scindare a moleoulelor t rea compo- 
dentelor apei la produsele de soindae. De exemplu des- 


facerea proteinelor în aminoacizi; 8 polizaharidelor 
în monozeharide, a lipidelor în acizi graşi şi glioce- 
rini, sînt toate reacții hidrolitloee 


Din grupul. hidrolazelor face parte gi fosfataza . 


alcalină activitatea ei se pune în evidenţă prin metod& 
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GOMORI-TAKAMATSJ prinoipiul este următorul : enzima 

descompune beta-glicerofosfatul de sodiu în glicerinë 

şi acid fosforic. Acidul fosforic întră în reactie cu 

clorura de calciu în urma căreia se formează fosfsbul ο 

de calciu insolubil care apoi este transformat în fos- 

fat de cobalt cu ajutorul unei soluţii de clorură de a 

azotat de cobalt; prin prelucrarea secţiuni Lor cu sulfu- 

ra de amoniu, fosfatul de cobalt ge transformă în gulfu- 

ra de cobalt de culoare neagră sau negru = bruná. E 
Fosfataz& alcalină se găseşte atit în mediu cât 

şi în citoplasmă ș activitatea fosfatazei alcaline este 

foarte intensă în țesuturile cu multiplicári active ca; 

foliculi limfatici, măduva osoasă hematopoietioh, etc, 
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LII, Transferezele sînt enzime care transferă 
resturi de molecule de pe ui donator pe un acceptor. 
Exemple de enzime din &cest grup sint: aminotrensfera- 
zele (transaminaze) care catalizează transferul unei 
grupări amino de pe un cetoaciă (&cidul piruvio), | 
glicozilgtransferazele care transferš un rest gluéidic 
de pe un donator P un acoeptor - x 


44 VE ο μονο d 
jr 8,3, Νο ο „ae biochi mic e 


P Cercetări le nivel molecular ge fac şi prin in- 
vegtigarea, bioohimioá a enzimelor, Aceste cercetări de ` 
biologie moleculară a furnizat biologiei şi medicinii 
posibilitatea de interpretare a mecanismelor fundamenta- 
le 18 nivel molecular 8 unor procese oare se petrec la ΄ 
nivel celular, ( reglare, corelaţia dintre sinteză şi 
descompunere, utilizarea Miei veactti de „biosin- 
tort) ars σον; νῷ wx ΧΡ AA EVE. a 


| 
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Se3ele Prinoipiul de luoru. 


După recoltare, omogenizare gi centrifugare 
activitatea unei enzime poate fi mësuratg prin deter- 
minarea transformării substratului, pe unitate de timp, 
Determinarea se realizează prin 9 

+ măsurarea scăderii concentraţiei substratului 


ο * prin măsurarea, creşterii concentrației produ- 
sului de reacţie apărut | τ | | 


-- 


Ca bază la măsurarea activităţii enzimstioe este 
proporționalitatea dintre viteza de insule si concentra- 
ţia enzimei, | | 

Exprimarea activității enzimatice se face în 
unităţi internationale, 0 O unitate internajional& se 
Gefinegte ca, micromoli (substrat transformat / minut/ 
loo ml (mg) P | £4 

In mod obişnuit μα enzimatice se fac 
în condiţii optime de temperatură, pH „concentrația 
substratului, coenzime şi ioni anorganici, 

Masurarea cantităţii de substrat netransformat 


sau & produsului de reacţie catalizată se face cu metode*w 


gpectrofotometrice, colorimetrice, etc; 
| Determinarea Speotrofotometrioi este una din 

cele mei ex&cte gi comode metode de determinare a acti 
vitátii enzimatioe,Togtul me bazează pe măsurarea scie 
derii sau oregterii dennităţii optice datorită oxidării 
ΒΑΡΗ gau NADPH gi reducerii NAD 91 NADP. Citirile se ΄ 
fac la 340 nanometrii unde formele reduse NADH şi 
SADPE au ! maximum de rul Ali á 
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8,3.2, Determinarea geme glutemil trenspepti- 
daga ema GT 


Principiu, Gama Gel, catalizează transferul &oi- 
dului glutamic de pe un donator - gama p-nitroanilidă 
= pe un acceptor - glicin = glicina. In urme-reacţiei 
se formează p-nitroanilina colorată în galbene 


Reactivi. 


Lenina. sub formă de comprimate = 12,5 mg. 
2etampon Tris HCI = o2 M $ Pollo= 8,2 
0,605 gr Tris 1 z 25 ml apă bidisii- 


| lată 
1.1 ae: ____ loo ml apă bidisti- 
ES, ver C lată — 
12,5 ml Tris; 0,2 x * 556 ml LEER. οφ M____ 5o ml apă 


Mod de lugru. 

Se încălzesc 9 ml tampon Tris Hoi pli- € 8,2 la 
4ο = 5090, 56 adaugă subetratul care trebuie să se ài- 
zolve $n cel puţh:un minut. 

Testul de reacție. 


In cuva de citire a fotometrului SPEROL se pipe- 


te&zá : 


+ 1,5 ml soluţia substrat în Tris Hol. d. 
+ Be citesc Tg j 


ge adaugă 051. mi proba. de analizat a se ia, 


ην cronometirul ş 
| + Be amestec ! 


+ ge citesc S18 minut fn. minut tiup de 5 minute: 
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+ citirea se face 18 405 nanometrii faţă de 


Ta Γ To e 13 > Ta gi T 


apă. 
Calcul, Ὃ | 

Se calculează valoarea medie a delta E/ minut. 

Cas NP ve d RR 

e delta E / mimo. . 


Delta E / minut / 1616 = gama Got, U/L. 


 Yelori normale 
6- 28 U/L la bărbaţi; Ἢ 4 
4.18 U/L la femeto Ἢ 


9. CULTURI DE CELULE 
ise Introducere 


Cultura de celule este o metet larg utilizată 


—— —— 


aducână o importantă contribuţie în biologie atît din 
cae E 
punct de vedere practic cît şi teoretic, 


Prin cultură de celule se obţine o multiplicare 
"in vitro" a celulelor provenite dintr-un fragment de 
ţesut, 

Această metodà permite: 


G2- ος--- caracterelor morfologice şi proprie- 


separate de organism şi m iria sistemului 
nervos si 8 curentului sangin, El se I gestiens poi : 
normale cu ajutorul microscopului pr ME Ge fază; 

+ examinaree celulelor în stare vie dar supuse unui 
experiment (comportarea lor după acţiunea unor factori 
fizici sau chimici) în microscopia cu contrast de fază; 

+ examinarea celulelor din culturi, fixate şi colora- 
te, cu ajutorul πο ae cu obişnuite 


fa. - Studiul unor probleme de biologie tisulară 


IE a ana "πε." 


ca de exemplu afinitatea sau antagonismul dintre suse 
tisulare diferite (paturile celulare ectoblastice şi 


entoblastice nu se alătură fără interpozitie de mezoderm). 


h 
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GTR - Culturile celulare oferă un excelent 
substrat pentru cultivarea pe scară largă a unei mari 
cantităţi de virusuri, dînd astfel posibilitatea obti- 


nerii de antigene necesare preparării de vaccinuri ο 


pr | 
de2e Cond itii materiale 
ic licita eppure rom 


e pm 


N... 


de Lucru 


Co M0MM—MM—MMMÁ μοι... 


Culturile de celule se prepară într-un spaţiu 


amenajat special, care trebuie să ofere condiţii optime 


de sterilitate, Aceste spaţii vor fi prevăzute cu inste 
νον... ἜΝ 


latii de apă curentă, gaze, electricitate, - 
"M M οικου CCCII m a EN 


laboratorul de culturi celulare trebuie să fie 
dotat cu : ES ; rM Rud i 
A_+ aparatură (pentru sterilizare, distilat şi 
bidistilet apa, &gitator magnetic, balanţa analitică, 
termostat de 37? = 3990 s PoR- metru, microscop, etc); 
Pist instrumente fine (pense, foarfeci, bisturii) ; 

+ sticlăria trebuie. să fie neutră, perfect trans 
parentă, fără neregularități; ea se împarte în recipi- 
ente speciale în care se fac culturile, precum şi sti- 
clăria obişnuită de laborator). 


+ substante chimice cu utilităţi diverse ( de 
DAI Ce Αλ : : u 
{ο pentru prepararea mediilor de culturà, 


exemplu substan iată 
. Reugit& culturii. celulelor "in vitro" depinde in 


mere má 
lizarea ei precum gi de preg 
trebuie foarte corect făcută 


ătirea instrumentarului cer 


gură de pregătirea sticlăriei, spălarea gi steri- 
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Fig, 8. - Diverse tipuri de vase de cultură 


de Medi ile de cultură. 

Oricare ar fi mediul folosit, el trebuie să &si- 
gure celulelor cultivate "4n vitro" condiții apropiate. 
âe acelea pe care le oferă organismul viu, Deosebirile 
esentiele dintre aceste două modalităţi de viaţă şi de 


multiplicare celulară sînt: 

+ "in vivo", celulele sînt supuse controlului 
neuroenăocrin gi influienţei. ţesuturilor gi organelor 
din vecinătate; " in vitro " celulele scapă de acest 
control; | 


Scanned with OKEN Scanner 


75 
À 
L] 


^? "2n vivo", aportul de substanţe nutritive ca 
şi eliminarea produselor de metabolism se face în mod 
continuu prin intermediul circulaţiei sanghine gi lim» 


fatice; " in vitro " „aportul gi eliminarea sînt perio- 
dice. ia 


Mediile de cultură celulară trebuie să asigure : 


pm N cn an 


+ echilibrul ionic κο, cu ajutorul soluţiilor 
izotone; ο τος 
| + factorii putu lt aminoacizi esentiali, 
proteine animale ( : TIETAS DIologios- ca plasmă, ser 
senghin, lichid emniotic, etc), glucide, vitamine, deri- 
vaţi de acizi nucleici; 

+ un pH optim , constent în timp mai îndelungat 
obţinut cu u ajutorul unor  Bubstanpe lipsite de citotoxi- 
citate ; | p 


T “ei εως contaminirii cu germeni patogeni 
prin adăugarea de antibiotice C penicilină, streptomici- 
nÁ ) gi antifungice ( micostetin, Siamicin ), 
4 stimularea, multiplicárii si ore torii gelulslor 


prin adăugarea de extraote embrionare. 


| Mediile de cultură se clasifiok dupá următoarele 
criterii: | 


1. după consistenţă - 1iohide 
| = gemisolide. 
2, după EROR - naturale 


~ gemisintetice 
e . gintetice 
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p 4» w 4 na ( extrac- 
AP după scopul urmărit =- de cregtere ' 
rd | te embrionare) 


PV de întreţinere 


im a tt Vg t airs S 


is Lagi f ἂν care B ul t ur 4 1.9 τ 


Se cunosc două nari a grupe de de dede 


XM --ᾱ--- AI ol μμ 


Cultura de organ seu orgenacultura ş . înseamnă 
socaterea din. organism a unui segment de organ. (fr&g- 
ment de intestin, trahee) seu organ (rinichi) şi intro- 
ducerea sau perfuzarea lor cu un mediu nutritiv: ele se 
menţin "in vitro" un timp limitat ( transplant) e 


Be Cultura de celule prin care se obține ο mul- 
tiplicere celulară tin vitro" 5 există două tipuri δε 


astfel de culturii. 


f. cultura de isenturi obținută din fragmente 


de tesut puse în condiţii de de mediu corespunzătoare: 
du abe proprietatea de a forma în jurul fragmentului 
care Be se numegte explant, o coroană de celule fine, 
în multiplicare, celule care pot fi de tip conjunctiv. 
(fibroblastic) sau de tip epitelial, 
b/, culture celulară pro priuzi să obţinută prin 
cultivíret. "$ntr-un : mediu nutritiv a wnei suspensii de 
celule provenite din dilacerarea unui ţesut realizată 
prin dretamentul enzimatice sau chimio. 

| După, criterii tehnologioe, culturile celulare 


se clasifică în t: 
NT 1n Aonogirel în care celulele sânt 
capaji 


le de multiplicare pe un suport Bolidy neted; 


| 


Scanned with OKEN Scanner 


TT 
ὧν cult 
uri in suspensii’; nealizate . Τη η mediu 
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= 8 


c e i. u EF a, r Ώ 


- ——S 


Toate etapele tehnicii culturii celulare trebuie 
să a respecte cu rigurozitate regulile de &sepsie, 


am mmm 


` C 5. «5,1. Recoltarea, se poate face din cele mai 
variate „ţesuturi provenite de la Sms. animal sau 
plante, 


După proveniența lor, - care urmează 
enfi cultivate se împart in. | 


E jesiihiet normale i tedio 
Md. 


p b/ tesuturi tumo DEN S = 


Recoltarea trebu trebuie- së “îndeplinească ` următoarele 
conditi : e Ρα ει κα d 
+ să evite contaminarea țesutului cu microorganis- 


me; | 
+ să evite traumatizarea ei atît în timpul recol- 
tării cît gi în cursul manevrelor ulterioare; 

+ de la recoltare gi pînă în momentul preparării 
culturii, țesutul va fi păstrat la rece ( la + 49% ) 
intr-o soluție salină în care am adăugat antibiotice; - 
timpul scurg de la recoltare gi pînă la efectuarea cul- 
turii nu trebuie să depăgeaacă 3-4 ore, 


( 9. 5 (2s Tel | 'agme 
„direct. pe. EET folosegte « cu pe tesuturi embriona 
ΟΠΒΤΘο 


18. 
Se preferă recoltarea de la embrioni de 1 = 3 
luni obţinuţi prin întreruperi de sarcinğ. După extra 


gere , embrionul este depus într-un cristalizator steril, 
cu capaco, care conţine o soluţie salină, ou antibiotice, 


Astfel embale ti, embrionii gau fragmentele de 
embrion trebuie să ajungă în cel mai scurt timp la labo- 
ratore Aici, cu ajutorul unor pense sterile se aleg 
fragmente de ţesut embrionar îndepărt îndu-se cu atenție 
chiagurile de sînge; fragmentele curate se trec într=o 
altă cutie Petri sterilă care , conţine deasemeni soluţie 
salină e " | jit ele AE T. gare ier egeo τ 
Operația aa: 4rensvagere & | fragmentelor ge repetá 
de 2-3 ori dar de fiecare dată trebuie folosita alte 
instrumente sterile - ; prin aceste Xransvazüri suucesive 
se elimină niagurile de sînge si porgits + de βαση 
neutilizabile i sirivite )* Ἐν ΤΕ c 

Dupá ultima spălare, fragmentele : se pun într-o s 
eprubetă de centrifugă sterilă gi cu ajutorul unor eT 
foarfeci sterili si bine ascuțiți. se „caută să se Je rad 
o masă de aspect omogen. ME NES ^e 

Tegumentul embrionului trebuie considerat dată 
minat ; sterilizarea lui se face cu alcool iodat, avînd 
prijă ce antisepticul să nu pătrundă în cavitățile eme 
brionului după incizere& lui. vu | 

Cu ajutorul unei. pipete Pasteur sau a unei anse 
sterile se ie o cantitate din suspensia de` țesut embrio= 
nar care ge întinde apoi pe una din suprafețele unui- 
recipient de cultură steril ( flacon de tip Ene 
Roux, eto) 1 repartizarea πρ. cebat să fie 
cât mai uniformá. Ἢ 
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FRIPSINİZARE. © © FILTRARE 


NUMARARE - STABILIREA 
DENSITĂTYII! OPTIME 


CENIRIPUGARE 


PLACUTA DE 
CULTURA 


' v Pig. 9 - Etapele realizării unei culturi 


celulare 
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Reoipientul,ou faţa pe care este întingă suspensie 
situată în Jos se o... 1a temperatura camerei sau la 
termostatul de 3700 timp de 3o » 60 minute. După trece- 

res acestui timp se introduce mediul nutritiv; avind. fe 


grijă ca el să nu antreneze fragmentele de pe sticlă ο 
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Recipientele sini astupate cu dop de cauciuc gi ; 
incubate întreun termostat la 3700, In timpul încubării, 
recipientele nu trebuie Tadi bi din loc cel puţin 2-4 


zilee 


făcut inaintea oricărui TSE 


-rs maa TS EX EE t —— Ó—ÀÀ 


4. Controlul mediilor ΄ 


 Sonirorgo E 
| + control pentru conta: nani ( bacterieni, fun- 
gici, micoplasmetici gi virusuri. 33 

+ controale ale constentelor fizioo-ohinioe (pE, 
proteine totale; ete); | 

- contro&lele de. eficienţă sînt | diferite, in ra= 
port cu îngredientul cercetat ( soluţii izotone tampo= 
nate, medii de creştere, etc); se face aprecierea den- 
gitÉtii celulare pe suprafaţa suportului, evaluarea 
eficienței âe formare a coloniilor celulare, eto. 


( 69 Controlul morfologic  urmiregte aspectul 
Sc Bl celulelor din cultură El se realizează 
prin : | / 
(a Tehnioi de microscopie optică : | E. 
+ examinarea celulelor în stare vie la microscopul 
-cu contrast de fază ( aprecierea formei celulelor; 


e 
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gradul de &ranularitate a eitoplammes, conturud nucleu- Ó 
iui, eto.). 


T examinarea preparatelor fixate gi colorate. 


de Tehnica de histoautoradiografie 


Îi a a ae e a eee 


m aaa — 
me Ó—À 
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HANE rilor 
_Omogenizarea ţesuturilor animale sau vegetale Ó 
duce 18 formarea unl. omogenat realizat prin distruge- 
à pea structurii tisulare şi ruperea, membranelor celulare 


Omogenatul trebuie să pă šstreze locelizarea par 
ticulelor suboelulare şi să conserve structura chimică 
NUMEN stima tele Ea ANI MP ο 00 PRICE e EE 
& substantelor. 


Recoltarea țesutului de: r 


intr-un timp cât mai sourt şi pre p 


care se va menţine constantă în toată κο fr&ctioná- 
rii. 


Ruperea menbrenelor celulare se realizeazë prin 
trei metode : | xr 
+ prin gog osmotic. “obtinut Eu Snghet-tesghet; 
+ prin omogenizare mecanică ; 
εν or 


Cel mai utilizat procedeu este omogenizarea mecani- 
că care se realizează zürobires țesutului ou ajutorul 
omogenizetoarelor coaxiale de tip POTIER, Timpul de 
omogenizare variază în functie de organ, de la 1185 


N“ minute, 


ΤΣΗ Tennic indgürii. Pentru omogeni- 
bn  Zere Be „pot utiliza aproape. toate. tesuturile al argâne- 


CI 


P Mediile fui φον ge tace , omogenizarea precum şi 
sttotărie pentru luoru se păstrează la rece C3 * 4%0.); 


86 
Fragmentul de tesut seau organ prelevat imediat 
după sacrificarea animalului de experienţă de pe care 
se îndepărtează fasciculele conjunctive şi straturile 
adipoase, se spală de câteva ori în ser fiziologic rece; 
DESAN unui foarfece.. ascuțit ge caută să se obti- 
ni fragmente cît mai mici. FA 
Un gram din fragmentele astfel obținute se trans- 
vazează în eprubeta omogenizatorului (care trebuie să 
aibă pereţii suficient de grogi) în care se află ο so= A 
lutie de sucroză 0, 3 M sau de zaharozü 0,25 M, Cu aju- 
torul omogenizatorului coaxial se face omogenizarea 
timp de 2235 minute. gi la o turație i de > 1500 = 2008 ture 
pe minute (Giglo). ο MO uu pM ră ες 
| Pentru determinári enzimatice, omogenatul óbgi- 
nut se centrifugheazü timp âe 5-lo minute. la Too Ε.: 
sedimentul va conține celule να, nuclei gi resturi 
celulare, C το. IESUS TU. HRR 
interpretarea corectă. a rezultatelor determink- 
rilor biochimice făcute pe omogenat necesită standarăi= | 
zarea materialului, Ea se face prin : | | 
+ raportarea la greutatea produsului de plecare sau 


Standard de preparare; i 
+ vaportarea la conţinutul proteic al dnedenatului 


„repre= PO 


xd 7 Y 


sint ce mai simplă toată cu a ajutorul căreia, din vds d 
omogenet ge βορατᾶ un supernatant în care se găsesc AURA ME 
particule cu greutate moleculară mai mică gi un sediment - 
unde se aflk pastievie ou greutate moleculară mai mare. — 
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Fige 10. Schema geparürii componentelor Citare 
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După o primă ultracentrifugare, atît supernatan- $ 
tul cît gi sedimentul pot fi supuse la alte fractionàri. d 
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centrifugheazá apoi timp de lo minute la l ooo ge 


dá într=o soluţie Gare cuprinde 200 ml soluţie de omoge- 
nizare gi 1,26 ml n = octil = alcool, omogenizindu-se 
din nou ; se centrifughează timp de lo minute la 

looo g obținându-se un sediment care contine nuclei 
intr-un procent ridicat. Supernatantul se $ndepártea- 


Ze. 

Sedimentul astfel obtinut se mai centri fughează 
încă de două ori & lo minui. şi la 1 ooo g, schimbínd 
de fiecare dată mediul de omogenizare în care nu se / 
mai adaugă n = octil = alcool, După ultima centrifu- 
gare sedimentul este format numai din nuclei, ἃ 


.10,2,242. Mitocondriile se obţin în felul urmi- 
a E συ ai Op Dee ci uid anal în σενα 
tor : se omogenizează fragmente de cord în tampon 
Tris = HOl (pH = 7,6) cu sucroză o,25 M ( 1o gr frag- 


mente cord la loo ml lichid de omogenizare ); produsul 


fughează la 8oo gr timp de 10 minute, 


Supernetantul obţin t se centrifughează la 
6 ooo g timp de 15 minute iar sedimentul se resuspendă 


în amestecul sucroză 0,4 M cu E.D,T,A, 0961 M la E 
pH = 196. | Z l 
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Se ultracentrifugheazá timp de 2ο minute la 
15 ooo & iar sedimentul se dizolvă $n tampon Tris-HCl 
cu pH = T,6 $n care se adaugă sucrozá 0,25 ji „ Gedinen= 
tul conţine. foarte multe mitocondrii, 


10ο ος ολο Lizozomii. m gobolanii de experienţă 


se injectează timp de lo zile. ο soluţie de fier ; în a 
Goua zi după ultima injectare se recoltează parenchim 
hepatic care se omogenizează în sucroză 0,3 M, Se ultra- 
DERIT σος la 100,000 6 iaz in sedimentul obtinut 
se găsesc ieri i lizozomi, | 


— 


10,2, „2 ei: (Bisogna. Be obtin dupl o centrita- 
Fere de 18 ore "MA 192 000 Be : 


102,255 iaemakiga. | Setimes σὰ mclet 
iuum pete tenes Mamie: la cepitolul 10.2» 2ο]. 


| 6e trei ey gea 12 000 & 54 000 g şi 120 ooo ge 
Sedimentul/o obținut după a treia centrifugare conţine 
. cromatina pură e 


o e l ular £ 


meree 


Toate gtructurlle celulare obţinute prin tehni- 
ca ultracentritugării diferenţiale pot fi studiate | 
atît din punct; de vedere morfologic cu ajutorul micros- 
 copuiui electronio, oft şi din punct de vedere biochi= 
mio. ` 
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A Loe3ele. Studiul. morfologic £l comp onen nig ior 
-gelulare este posibilă datorată tehnicilor de prelu- 
crare 8 materialelor biologice pent mu microacopia elec- 


tmonică precum gi tehnicilor de ETT negativë. 


Coloreres negativă, Metode, “colorăárii" negative 


folosită şi în studiul fraotiunilor celulare, constă în 
depunerea unui preparat biologic transparent la fluxul 
de electroni pe un pat “colorant”, dens electronomi- 
croscopio şi apoi examinarea lui la microscopul eleoc- 
ironice Preparatul rămîne trensnarent iar Zendul 
întunecate 


De exemplu, cromatina obţinută prin ultracentri 
fusare& diferenţială & nuoleilor se poate studia 15 
microscopul electronig dep ad sedimentul pe grilà si 
"eolorinduel" negative ke va apare sub forma unui lant 
flexibil de particule sferice (nucleozomi) legate 
prin molecule de AeDeNe 


Există mai multe mebode de colorare —MÜ( 
une din ele fiind colorarea directă, Tehnica este 
următoarea cu ajutorul unei micropipete ss amestecă 
în părţi egale preparetul biologic suspendat într-un 
tampon volatil (acetat, carbonat, eto... de amoniu) cu 
soluție de "colorant" (acid fosfotungstio, acetat de 
urenil, etc... în apă distilată) ; o pioătură din ames- 
tecul rezultat ge depune pe o grilă (preferabil de 
4oo megh gi cu peliculă de cărbune) gi se las& 15e20 
Becunde după care, excesul de Lichid se îndepărtează 
cu hîrtie de filtru priy atingerea margines grilei. | 
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10.3.2, Studiul uL biochimie ge redlitsask 
special cu ajutorul metodelor 


zü.Àcestea se clesitică în : 


în 
fizico-chimice de anali- 


+ metode optice ( colorimetrice, spectrofotome= 
trice, eteo) e 
+ metode electrochimice (electroforeza); 


-+ radiochimioe; 


+ cromatografice. 


Cu ajutorul acestor metode se pot evidentie 
fr&ctiunile electroforetioe ale acizilor nucleici, 
eperarea si identificarea &cizilor aminati prin 

ronet; grafie, acti ivitäți enzimatice reta 


e 
i= 
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(Organizare generală, formă, dimensiuni, num 9 e 


înveligul celular) 
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REM inireizsere 


—MÀ—M— a a 


Celula reprezint unitatea morfologică gi func- 
Tienaa 8 lumii viis ea fiind alcătuită din: 


ă mediul intra- 


ul căreia i se desfă- 


(TL. - Eratenlaaza 


. Βοετᾶ principal ele reacţii chimice “(biosinteza protei- 


cá, fosforilarea sac η, eso t ea formează : 
lo” mele 7 d ss 


a rîndul său, “oâtoplaama se prezintă sub îa ouă 
aspecte : μα "Med 

Bom citoplasma nestr 
(substanţa fundamentală a citoplasmei); 

b.e citoplasma structurată sau mortoplasma 
care formează o organitele celulare cu rol în îndeplini- 
res unor anumite funcţii; acestea sînt : reticulul 
endoplasmatic neted gi rugos, ribozomii sau corpuscu- 
lii lui Palade, nitocondriile, lizozomii, peroxizomii, 
complexul Golgi, centrul celular gau ρολό 
miorotubii gi miorofilementele. | 


bd 


ă Sau hialoplasma 


nea ae a ANA m nm ma 


m , 


(pr 


E Ὧν... 


- Pig, lle Reprezentarea schematic 
. ME. a unei celule, 


le Plasmalema; 2. Granule de secreție " 

36 Mitooondrii 3 4. Complex Golgi; 5,Nuoleol; 
6; Oromatină gi înveliş nuclear; T.Diplosom: 
9, Reticul endoplagmatio neted (R,E,N,) ; 


. 9. Retioul endoplagmatie rugos (R,E,R,). 
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igi desfăşoară activitatea, < 


In afera organitelor celulare, în citoplasmă, 

se pot găsi incluziunile celulare, care reprezintă 
substante de rezervă (picături de grásime,granule de 
glicogen), produse de secreție (pigmenţi), acumulări 

de produgi exogeni (it de cărbune, siliciu), 


ορμή, Formae ο 23: ud e lor 


Fora celulelor este foarte variată ată datorită 
funcţiilor şi raporturilor d diferite dintre ele precum. 


gi caracterelor f fizico-chimice e ale mediului în care 


Intr-un ir-un organism pluricelular există + 


UN Celule cu forme schimbătoare, care fac 


parte din grupul celulelor care îşi desfăşoară ῥέε 


tatea intr-un mediu lichid (celulele sanghine) ο 


mod obignuit &ceste celule au o formá sferică Sau OVA- 


lară e Părăsind vasul gi trecínà în ţesuturi, leucoci- 
tele polimorfonucleare sau grenulooitele (in special 


cele neutrofile) îşi modifică forma căpătînă un contur 
_ neregulat prin emiterea pseudopodelor. TRE | 


Un alt exemplu 31. constituie epiteliul — 


gi vezicii urinare care se aplatizează în momentul în 
care ea ge destinde. prin acumulare de urină 


(22 - Qelule ou forme fixe, reprezintă marea . 


majoritate i a celulelor + dintr-un organism plurioelular, | 
Forma lor variază în funcție de natura celulelor, & ^ 
funcțiilor specifice gi a 1nfluienţelor mecanice ezer- 
citate de .elenenteye veotne, Be fniflneso : 


Re acu milă 7 
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a/e = celule sferice ( ovulul, celula grasă 
sau &dipooitul, granulocitele din torentul circulator) ο 
De = celulele e po liedrioe, cubice gi prisnatice 
intră în alcătuirea țesutului epitelial din epiteliile 
stratificate, de acoperire, canale exterioare a glende- 


lor salivare, pe mucoasei gastrice gi intestina- 
le); ` 

C/o = celulele pavimentosse iau parte la forma- 
ree seroaselor (pleurä, pericard icard sero), endoteliul 

vascular, epiteliul foitei parietale a capsulei lui 

Bowmenn (corpusculul renal =- Malpighi); 

ἃ/, = celulele fuziforme au partea centrală 
mai îngroșată iar cele două capete efilate (celula 
musculară netedÉ) 5 


celule cu prelungiri ( celula nervoasă, 
IE n E N a N N ο υ--- 


Talia celulelor variază de la un tip celular 
ie altul, In organismul uman, cele mai mici celule sint 
cele din stratul granular al scoarţei cerebeloase al 
căror diametru este cupring între 3 = 4 microni, 


ch 


Cele mai frecvente dimensiuni sînt cuprinse 
între 35 = 4o microni ( celule prismatice ale epiteliu- 


lui intestinal). 
Neuronii din stratul piramidal al scoarţei cere- 


| brale măgoară aproximativ lo microni. 


Ovulul, cea mai. mare celulă din organismul uman 


| poate fi văzută cu ochiul liber ajungînd la dimensiuni 
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Fig. 12. Diferite tipuri. de forme celulare 
a/ađipocit; b/epiteliu cubic 


| 


o/epiteliu prismatic; d/mezoteliu 


e/miocite netede; f/neuroni. 
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de 150 » 200 microni, Volumul. celular variază între 
J " " A 3 
250 = 15 ooo microni” e 
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In general talia gi volumul sînt constante pen- ài 
iru acelagi tip celular, In anumite situații ca de 
pilàA κό. proceselor metabolice care au 
& rept consecinţă schimbarea, raportului, nucleo-plssma- 
| tic, talia gi volumul celulei se modifick, 


né.Runizul celulelor 
Sd ο e 


Este variabil. $n raport de. specie şi în general 
acelaşi la indivizi din aceiaşi Specie. Un organism 
adult are  éprortumiiv. 200 miliarde de celule. 


È 
Miar 


Inveligul sau periferia. celulară sită partea 
Gin celulă care separă mediul intracelular de cel 
extracelular ες uu ο si 


In miorosocpia. SIeskcondok, periferia celulară 
apare ca o structură. foarte complexă căreia Bennett 
(1962) îi distinge dovă componente: 

(Bem plasmaLeme, sau membrana celulară care vine 


4 în raport direct ou mediul intern al celulei; 
E. e (Zer  Elicocelixul situat pe partea externi a 


plasmalemei gi care vine in contact cu mediul extrace- 
i p Mae i 


d^ E RM amb ^ 


x 


— nm 


e | Microscopia optiok nu poate oferi detalii de 
structuri, donarea, membrans celulară are ο grosime 


Y 


MII Rae - — 
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foarte mică (ου 1 — 092 microni) iar puterea, de mărire 

şi de rezoluţie a mioroscoapelor este relativ redusă. 

Pe preparatele examinate la microscopul elec- 
tronic ea apare cu o structură trilameletá, suprafața 
ei externă fiind acoperită de un fin strat granular 
sau filamentos, glicocalixul ; are o grosime de 
75 ~ 200 ἃ, | | 

In alcătuirea ei intră două straturi ogmiofile, 
dense 18 fluxul de electroni, între care se găseşte 
al treilea strat, osmiofob, putia dens electronomicros- 


copice 


S: 
2 


Straturile osmiofile sînt formate din molecule 
proteice iar stratul osmiofob este alcătuit din molecu- 
le de glicofosfolipide (fig.13.). | 

Membrane celulară este o membrană biologic acti- 
vă; care pe Lîngă Ld de frontieră dintre pela două 


η. cu 1 permisbilitatea variabili entm diverse 
substanţe Datorită acestei cH ο το 
Be realizează : t 


a] Eine subetisiii sal audio obaran 


b/ transportul + rmaţii (hormonii care 
ispum celulei ţintă o modificare în activitatea S8.). 


(138.20, Glicocelixul 


G14cocelixul este o pătură glicolipoproteică 
“situată la suprafața membranei plasmatice, de a cărei 
întegritate depinde activitatea tiziologică a celulei, 
„Datorită | conţinutului bogat în mucopolizaharide, 
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Fig. 13. Modelul $n mozaic a lui Singer gi Nicolson 
le duble pătură lipidică 3 2. proteine globulare; 


Fige 14, Membrane plasmatic] si glicocalixul . 


le mediul. intracelular; 2, membrana plasmatică; 
3; zona amorfă { 4, zona externă;5. glicocalix. 


PL 


LOO 

2 0 ic a 

glicocalirul poste fi observat gi $n mierogoopi& optica 
4 tiere 

prin folosirea tehnioilor histochimioce de evidente: 

4 
ε acestor substante ( reacţia P „Ae5e ffer 001.03. dal, 
etc.). (fige 144). 


Ls microscopul electronic glicocalixul se prs 
sintü sub forma unui materiel fibrilar. Jyilamentele 
sale fine de ordinul engstromilor se întretaie formând 
ο reţea; ele se &iepun perpenáionlar pe plasmalemá de 
& cárei foijá externü aderüs 

Glicocalizul este mai dezvoltat le polul apical 
al enterocitelor, nefrocitelor, etos Este mai slab re- 
prezentat la locul de contact al celulelor. 


= le nivelul Jinai. polului apicali 


2o" " | plagmelemei polului bazal ; 
o. 54 “contactului λαμες a două celule 


— 


iată, &iferenjieri ale muia și elion. 
plesmei superficiale asigurind celulei o  fwnoiie e gre s 
cis (exemplu ~ funcția rezorbtivi), | 

le sînt reprezentate prin s. 
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-. LOL 
is niorovilozitüti, izolate sau foarte numeros- 
se (platou striat, marginea 1n. perie, gtereooili), 
2. 604114, vibratili gi flagelil. 


(χω) Miorovilogititile sînt expensiuni ocitoplas- 
nidis cilinârice Limitate de  plasmelemá apicală care 
se întîlnesc 18 polul apical al enterocitelor (platou 
striat), al nefrooitelor ( margine în perie) étc, 

Ele intervin în special în f fenomenele de absorbţie 
mărind suprafața acestorae ( fige 15). PE 


&.- In microscopia. optică platoul. sitriat apare 
sub forma unei zone cu striaţii perpendiculare pe supr&- 
faţa plasmelemei, m LET tn ARS 

In microscopia. electroniek; aceagtk zonă este 
alcătuită din numeroase mierovilozităţi, fiecare din 
ele avînă o lungime üe 9,6. a. 9,8. microni şi un diametru 
đe 8ο = loo milimicroni. As. 

- Microvilii sînt limitați 18 να τονές ae membra- 
ne. plasmatică irilemelatü. Citoplasma lor prezintă o 


zonă periferică de 200 « 300 fi grosime, lipsită àe- 


structură gi o zonă centrală, care conţine lo = 15 
microfilemente, 


npo are microvili " Gimensie 


sînt expansiuni oitoplaematice 


imobile & cÉror restet BUruoturü se asemmiüni ou cea 
e microvililor. Be aglomerează mai mulţi la un loc şi 


formează un fel de tute ghidind direcţia de evacuare 
a produgilor de secreties Wiovafilamentele miezului - 
sînt dispuse eiit, 
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Pig, l5. Microvilozitate, 
Α/ Secţiune longitudinală ; 
B/ Secţiune transversală 
1. microtubi | 
2. plasmalemă 
3, microfilamente 


Stereocilii pe găsesc la polul &pical al celule- 
lor epiteliale din epididin gi canalele deferente, la 
celulele de sustinere ale epiteliului olfactiv, etc. 
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(Θ.» Galia. yibratili sînt expangluni citoplasma- 
tice n mobile delimitate de p) lasna lenk, care preninta. | 

Ga al epitou căilor aeriene PIEL anizie trompa 
uterinÉ,eto, Au o lungime de 5-lo microni gi grosimea 

de 0,5 microni cu ως cozii spermatozoidului e 

Ei se compun din : 


| +=." 1438. : 
| + = 0 zonă de tranziţie; 
^ Toe un ο cron BEZAT ESR centru cinetic; 


. = Tija cilului are forma unui vârf de flacără 


âe lumînere şi delimitat la periferie de membrana ceiu- 
å 


erë trilamelatše Citoplasma se diferenţiază în două 


+ la periferie o matrice puţin densă la 
fluxul de electroni ΗΝ | 
4 i8 centru; complexul filamentos axial format 
din 1o pereohi de microtubi, dispuşi în două 
grupuri; Ἢ 
4 o pereche de microtubi centrali de 200 3; 
+ 9 perechi de microtubi periferici. 


= Zona de trenziiie este situată între tijă şi 


corpusculul bazal. 


- Qurpusculul bazal are o lungime de 5 ooo ἢ si 
o lărgime de 1 200 = 1 500 Re Are o formă cilindricá 


iar peretele său este constituit din 9 triplete de 


centriolii). 


tuburi (dubletele din tija cilului ajung in corpusculul 
bazal unde li se adaugă încă un microtub pentru fiecare, 
realizând un model similar cu acela care caracterizează 
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= Rădăcina ciliară este formată din tripletele 
corpusculului bazal care trec în citoplasma &picalá, 


C Ile Go2e Specializări ale plagmalemei bezele 
um anumite tipuri. celulare, care joacă rol pm 


n 


-Tasar se invagineazá mai d malt Sau: - mai puţin profund 
împărțind citoplasma în compartimente care poartă nume= 
le de labirint bazale In labirintul t bazal se găsesc 
numeroase mitocondrii ( nefrocitele tubului contort 


distel el nefronului). 


aisé, 6.3». | af a 
"O uitate celulară 


ol asmalemei i adezi- 


Celulele de acelaşi tip sînt separate unele de 
altele prin spaţii intercelulare (prin care circulă 
lichidul intercelular care transportă elemente nutri= 
dive ο produşi de secreție gi degeuri (întrerupte în 
- anumite zone de adereniá sau de joncțiune.. 


Tipurile de jonetiuni celulare s 
mai frecvent $ntflnite sînt următoarele : (fig.16), 
-— -['*demozoi τ 

s7, + jonctiunile etange ; 
] + jonețiunile cu goluri; 
22 iii oot NEA 


smozomii reprezintă sistemele cele mai com- 
plexe de pese celulare, Cel mai frecvent ei se ΄. 
găsesc sub formă maculară, ovalară, cu diametrul mare 
de 4 ooo « 5 000 R gi diametrul mic de 1 Ροο = 1 900 f. 
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Pig. 16. Diferite tipuri de joncțiuni celulare 
1/ Platou striat ; 2/ Cadru celular; 
3/ Joneţiuni etange ; 4/ Joncțiuni cu 
. goluri; 5/ Desmozom o Su ΜΝ 


La microscopul electronic se constată că plas- 
malemele celulare alăturate nu fuzionează, ele stabilind 
contacte numai prin intermediul glicocelixului. 

Aspectul morfologic al desmogomului este urnăto- 


+ între plesmalemele celulelor alăturate se 
găseşte o bandă densă eLeotrono-microscopic numită 

-  lemele centrali; “ea reprezintă locul unde microfibri- 
lele glicocalixului celor două celule vecine se intre- 
pătrunâ, . | BIET | ἫΝ 


106 
+ plasmalemele alăturete prezintă ο ingro 
în special la nivelul toiţelor interne; 
+ citoplasma la nivelul desmozomului egte mai 
densă constituind placa citoplasmaticá separată de 


plasmalemă printr-un spaţiu clar; 


+ microfibrilele _intracelulare pătrund in pinea 
citoplesmatică unde formează o ansă, după care 8e in- 


torc din nou în citoplasmá, 
Desmozomii sint structuri care ge întîlnesc 18 


nivelul epiteliilor endoteliilor si mezoteliilor dar 
cu un grad diferit de diferentiere. 

Interdigitaţiile se observă în unele structuri 
tisulere în care plasmelemele alăturate au un contur 
^ sinuos şi se angrenează una cu cealaltă după modelul 
roţilor dinţate» | 7 | | 

Interdigitagiile reprezintă ο rezervă de su= 
prafaţă celulară utilizabilă în cazul expansiunii 
cavităţilor pe care le delimitează, De exemplu le 
nivelul epiteliului vaginal, interdigitatiile sînt 
extrem de complexe ; spaţiile cuprinse între celule 
reprezintă canalicule care, functional, joacă un rol 
foarte important $n metabolismul lor. 


are; 


Diferentierile temporare sînt considerate pseu- 


dopodele grenulocitelor precum gi mişcările plasmalemei 
din enâocitoză gi exocitozü. | 


N 
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Nucleul, un unitate structuralá gi funcţională, 
este centrul vital al celulelor eucariote, cu excepţia 
: CETONA adultes E El conține μισο. genetică — 


gent 


bolice din E f 


Le procariote ei posedă schisslenti ca de exem- 
plu : granulatiile cromatice la protozoare ; nucleoizii 
la bacterii, A.D,N,-ul virale 

Nucleul este locul unde se află memoria genetică 
necesară atît în procesul diferentierii celulare cît 
şi pentru funcţionarea normală a celulei. 

Se poate afirma cu toată convingerea că expre- 
sia organizării fundamentale a materiei. vii o repre- 
zintă legătura strânsă dintre ÀA,D,N-ul nuclear gi cito- 
plasma, condiţie absolut necesară supravieţuirii e 

Nucleului i se descriu două stări funcţionale 
care trec dintr-una în alta la începutul şi la sfîrşi- 
tul fiecărei mitoze. 

(afe forma metabolică în care se deafăgoară 
puoóege de „sinteză care pregüteso diviziunea aejuxerÉ | 


gi 
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C 42 ἃ, Perna nucleceulcu i 


Forum nucleului este variată, urmárind în mod 
obignuit forma a, celulei în care ge gásegte. 


Ca gi celulele, nucleul poate îmbrăca urmátoa- 
rele forme: (fige17) e 


Ct aterică în celulele sferice (ovocit, leucocite 
tinere), cubice (tireocit), poliedrice (hepatocit) ; 
cubice poliedrice 
Gi ovelará în în celulele prismatice ale  epiteliului 
intestinal; o 


(/*) bastonas gau fusiform în celulele musculare 
(miocite); — 

AC polilobat în leucocitele mature oic daga) 
în care nucleul este alcătuit μα 2 e 5 lobi, mai mult 
sau mai puţin separați intr: 

Forma nucleului depinde de tipul celulei, de 
vârsta gi de ciclul funcţional „De exemplu, celulele 

secretorii aflate in plin proces de sintezá au un 
nucleu cu contur neregulat; In fibra mugoulată aflată 
în contracție nucleul suferă o rüsucire, 

In πιοᾶ obişnuit, în celulă nucleul ocupă o po= 
gitie centrală, poziţie care poate fi modificată de 
numerogi factori dintre care amintim: 

(n) acumularea de granule gecretorii (în celulele 

Cu 
glandulare cu seapejte- exocrink nucleul este dispus 


bazal) ; 
(acumularea de substanţe i de rezervă (ân εᾶ}ρο- 


πμ Mt, caci 


eit nucieul es este împins 18 periferia celulei gi capătă 
formă de disc). | 


B pt tiae s a td —MÀÀ me 
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Fige 17. Diferite forme: de nuclei. M 
1/ rotunà; 2/ ovalar; 3/ turtit; 
| A cul o =g 


ETT 3. D i me FN E. un à 1. e TENE eului 
i meere ee 


unii arme sta 
μυ... ένα. 
.-- 


MU 


“Talie gi volumul nuclear ' variază de la un tip 


E ομως A 


“celular le altul, depinzând de faza ciclului celular, 
in care se gásesc - i de activitatea lui functio- 


nală, 


In general, dimensiunile nucleilor sînt cuprinse 7 
~ între 3 gi 20 = 25 mioroni, In celulele granulare din 


cerebel talie nucleului nu depágegte 2-3 mioroni; nucle- 
ul . spermatozoidului are 4 mioroni, iar ovulul are un 
nuoleu care „măsoară 20 » 25 wioroni, | | 


LLO 


Talia gi volumul nucleilor. giat în functies de 
dimensiunile celulelor;cu alte cuvinte trebuie să exis- 
te un raport nucleo-plasmatio (167. ) care este Sonetent 


(d EF e E -— m 1/73 până la 1/20 e - 1/30 .] 


- n... oo it ad a at — eri PB tatii oit 


Yn = volumul nuclear P" Jo =i volumul celulei. 7 


In cazul în care volumul celulei ἀνέσνε mei mult 
decît volumul nucleului, raportul nucleo-plasmatio ve 
fi refăcut printr=o diviziune celulară sau prinitr-o 
creştere a volumului. nuclear. | | 


C 12643) Να u má ru io 2,28 ue d e ii ο Ὁ 


—————————— 


— € ὦ 


Nerea májoritate' & “celulelor corpului uman au un 
singur nucleu (mononucieate) ο Fac excepţie eritrocitele 
adulte care au- pierdut nucleul în vederea adaptării la 
functie de transportor al- oxigenului. ( anucleate)e 

Le unele tipuri celulare cu activitate mai in- 
iensă există doi nuclei (binucleate) ca de exemplu în 
hepatocite sau în unii neuroni din ganglionii simpatici. 

Unele celule conţin în citoplasma lor mai multi 
nuclei (celule multinucleate). De exemple celula muscu= - 
iară gtriată contine nuclei de ordinul sutelor, După (Ἢ 
modul lor ĝe formare, celulele multinucleate se clasi- 
ficá în plesmodii gi ginolUili. 

| + plesnodiu rezultă dintreo celulă mononuolea- 
tá $n card su loc mai multe diviziuni nucleare neînsoţite 
însă gi de oitodierezü (celula musculară η | 
osteool&stul) ο 
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eme nucleul apare format din : 
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Ce gineitiul i jrezuată a: din contopirea, mai multor 


celule într-o masă commë (sinoigiul trofoblastie de 


18 suprafaţa vilozitütilor placentare ) , 
Gregterea numărului de nuclei se datoregte fie 


! unei creşteri a activităţii metabolice (hepatocit) 


fie oa o necesitate de informație genetică nucleară 
pentru sinteza itr ο musculară striată, 
pes bd trofoblaetie),.. " ENT. ca 


12,5. 8 tr αρεσει. n uc E eu A u i 


E: n ^E a. + e r 2 a A ă 


Atit. t $n micřoscopie optică cît şi: în cea elec- 


Yl. - darelig maslesr sen nusleclana; 
2. crom&tina $ b mt 

| 3ο nucleoli; AC | tu 

L4. e sucul nuclear seu carioplasm,. 


Inveligul nuclear ος a Sie a trăi 


-. lemelat car&acteristio celulelor eucariote, care contro- 
„ damelat caracteriaiio Cetuletor eucariote 
lează - Schimburile dintre nucleu gi citoplasmă, 


.— forma unei linii fine care separă conţinutul nucleu- 
. lui de „de > citoplasmă în perioada interfazicá, 


In microscopia electronică nucleolema este alcă= 


— tuită din : 


k &/ 9. membrană externă cu o grosime de 75 £, 


πως ———À 


acoperită pe “ambele feţe de otto ο foiţă osmiotilă; 


Scanned with OKEN Scanner 


Ὕ p 3 
εἰν tim $n 


membrena externă se continuă cu membranele reticulului 
endoplesmetic şi pe fete care vine în contact cu cito- 
pinea se găsesc ataşaţi ribozomii, 

/ Ὁ/) ο membrană internă având ο structură identică 


cu prebedenta (fig. 18). 


Fig.18. Invelişul nuclear 
14 membrană externă; 2/ cisterna perinucleară ; 
3/ membrana internă; 4/ pori ; 5/ reticul endoplasmatic 
6. nucleoplasms. ος Hs 


» | erinucleară deli- 
- C————————À—————————— ας * “ 
mitat de cele două membrane şi care comunică cu cavi- 
tăţile reticulului endopl&esmatic. 


K porii nucleari, nivel la care membranele 
externă ge continuld cu cele interne. 


| Grosimea totală a inveligului nuclear este de 
aproximativ 35o0-R, - 


Ponii nucleari, sînt structuri complexe apăruţi 


datorită unor zonë de intrerupere a înyeligului nuclear 


Scanned with OKEN Scanner 


113 
limitați la periferie de o tormatiune inelară, Bi ine 
tervin $n reglarea schimburilor dintre nucleu gi cito» 
plasmă e | 
Numărul lor este proporţional cu activitatea 
celulei; cu oft o celulă este mai activă, cu atit num- 
rul porilor va fi mai mare demonstrând astfel οὔ ei sînt 
structuri dinamice gi nu statice, 


Porii sînt alcătuiți din următoarele structuri: 


+ materialul inelar $ 
E diafragme σπα, 
+ elemente centrale. 


4 “a /Materialul inelar este ο... din 16 particu- 
ie Pics ae 200 Ê diametru, dispuse cîte 8 pe fiecare 
Geschidere & porului. Particulele sânt alcătuite din 
microfibrile cu Vraieot foarte sinuos. | 


^w Diafragma este format dintr-o. substentk 
densă, amorfă, care se inseră $e. conturul porului şi se 


âirijeajă către centrus” 
4 ο) Granu ig centrelá de 250 4 ocupă centrul poru- 
ὶ 


lui. zn 
gv fibrilar este reprezentat Harte fn | 


í 
Y 


microfibrile care unesc granula ` centrală de granulele 
periferice, (Fige 19). | Y | 


Porii joacă un rol important în aohinburile 
nucleoplasmatice gi în ρα. de ipfersetii, 


12.5.3. Oxomatina 
Examenul, i in microsoópia optică a nucleilor | 
fixati gi tratați pe coloranți bazici indică existenja 


Q7 
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^ Fig. 19. Structura porului 
| 1/ granule periferice; 2/ granula centrală T 
| 3/ elemente fibrilare. eer ον. M 


. Fig, 20. Diferite aspecte ale cromatinei 
l/cromatiná fin grenular&á; 2/ cromatin& in bulgări 2 


3/ cromatină în reţea, 


unei substanţe intens bazofilă numită cromatink, 
(Fig, 19). 


In &celagi nucleu, cromatina poate îmbrăca 


două aspecte morfologice care reprezintă stări funotio- 
nale diferite: | 


+ heterocromatina Bau cromatina condensati sub 


i> 
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formă de bulgüri de diferite dimensiuni sau cromocen- 


tre; ea reprezintă cromatina metabolic inertá, inacti- 
và genetic; 


= Scanned with OKEN Scanner 


+ eueromatina apare constituită din granule fine; ο 
uniform dispersate ; este forma cromatinei biologic 
à active, 

. Aspectul microscopic al cromatinei variază de la 
un tip celular la altul, cu vîrsta gi starea ei functi- 
onalăe | jut 

In celulele somatice femele se individualizează 
o masă cromatică cu diametrul de aproximativ 1 micron 
care se ataşează nucleolului sau fetii interne a mem- 
branei nucleare numită cromatina sexuală sau corpuscu- 
lul Barr, Ea se poate pune în evidenţă pe frotiuri cu 

“ celule din mucoasa bucală sau din epiteliul vaginal, 
în care colorează intens ou cresyl violet si dá o reac- 
tie Feulgen pozitivà., 


Fige 2l. Localizarea oromatinei sexuale. 


Le corpuscul Barr; 2, nucleol 


5 
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formà de bulgări de diferite dimensiuni sau cromocen- 


tre; ea reprezintă cromatina metabolic inertá, inacti- 
vă genetio; 


+ eucromatina apare constituită din granule fine, 


uniform dispersate ; este forma cromatinei biologic 


active, 


. Aspectul microscopic al cromatinei variază de la 
un tip celular la Fabi cu ics gi starea ei functi- 
onalăe | | 


In celulele dubia femele se individualizează 


o masă cromatică cu diametrul de aproximativ l micron 


care se atagează nucleolului sau fetii interne a mem- 


branei nucleare numită cromatina sexuală sau corpuscu- 


iul Barre, Ea se poate pune în evidenţă pe frotiuri cu 
„celule din mucoasa bucală sau din epiteliul vaginal, 


în care colorează intens ou cresyl violet si dă o reac= 
tie Feulgen pozitivă, 


Fige 21. Localizarea oromatinei sexuale. 


1. corpuscul Barr; 2. nucleol 
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in wicrusuopia electronică cromatina apare sub 
forma unor fibrile de 2ο ἢ grosime care se gpriralizean- 
ză formind complexe oromatiniene, Unităţile din care 
sînt formate aceste complexe se numego fibre crometini- 
ene sau ocromoneme, | 

Molecula de A4,D,N, Dicatenar se înfăgoară pe. 
nişte particule de proteine-histone numite aidoso 
şi formează un nucleofilament: acesta suferă o spira- 
lizare care duce la formarea unei cromoneme cu diame= 
trul de 250 ἃ ο | 

Cromatina contine eproxiaativ 98% din totalita_ 
tea de A.D, N, celular ( 2% A,D,N, se găseşte în mito- - 
conârii) Prezenţa lui în nucleu este demonstrată cu 
&jutorui EAT INO pie quis de bin rat 


ia ος. 


d 12,5396 Eueleshu. | 


- 


— Nueleolul este un organit responsabili de-sinte- 
ze acizilor ribonucleici, ribozomali, prezent în nu- 
cleii interfazici, i absent sent în timpul mitozei, 

in microscopia optică el apare sub forma unei 
granule refringente, sierice sau ovale, înconjurată 
mai mult seu mai puţin de un inel de cromatini, 

Fiecare nucleu contine: l-2 sau mai multi nucle- 


oli, care ge colorează în | regu cu tehnica verde de 


Raportul dintre huakin gi nucleol ( N/n ) se 
modifică în favoarea nucleolilor ori de cîte ori celu- 
la este hiperaotivă ( în timpul sintezei proteinelor 
de structură sau a proteinelor metabolice), (Pig, 95). 
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Tig. 22, Ultrastructura nucleolului 
le pars fibrosa ; ὃν pars granulosa; 3. pars cromosoma 


Lá microscopul electronic, nuoleolul apare for- 
met din: Ἢ | Dim oj 
+ — 1 fibrilere. cu 4m diametru de 4o-8o ἃ 
Si cu o lungime de 200400 ἃ, 'avînă o densitate electro- 
nică identică cu 8 fibrelor cromatiniene e 

4 granulele cu un diametru de 150 R şi care se 
useemănă “eu ribozomii : au o zonă periferică densă si 


una centrală mai clará, 
+ cromatina alcătuită din fibre cromatiniene 


^ dispuse 18 periferia nuoleolului gi care pătrund uneori 
în structura luis bogat în AeDoNe , acest material cro- 
^ matinian intră în alcătuirea unor segmente de cromozomi | 
^ eu rol în organizarea materialului nucleolar; S 
+ pars amorta este o zonă puţin densă la fluxul 


de electroni., 
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ο... 


. 12o2s4e Cerioplámma ο 


----- 


Carioplasma sau sucul nuclear este formată 
dintr-o masá fluidă slab bazofilă şi care scaldă cro- 
matina gi nucleolul. | 


E 
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13. ORGANITE SI INCLUZIUNI CELULARE 
13,1. 1 Ὁ τ ο ἃ ας ϐ 
organitele celulare reprezintă diferențieri 
structurale ale citoplasmei care ? fnüeplineso πο. 
1" deosebit de importante, Ἢ 
Din punct de vedere -struotural orgenitele 23 
împară în : Lad. mda: UT cia μάθε . 
E organite cu structură | membranară din care 
fac parte : reticulul endoplasmatic, mitocondriile, 
complexul Golgi, lizozomii şi peroxizomii; 


23 organite fără structură membranarë în care 
se includ :  Tibozomii, centrozomul, miorotubii şi 


nicrofilementeles ui | 


13424. R i m 2 P ο. mi i 


| Ribozomii sau corpusoulii iui Palade (1953) 
sînt particule gubmioroscopioce pompaote, constituite 


ĉin ribonucleoproteine, DOMUS 
Le microscopul eleotronio ei apar sub forma 


| unor. granule ovalare sau elipsoidale cu diametrul 
are de aproximativ 200 R și cel mic de 160 110 Z3 


No e σα ajutorul tehnicilor de colorare negativă se 
| “pune în evidenţă. un gant transversal,. perpendicular pe 
“axul mare al particulei, care. împarte ribozomul în j 
"dou subunități inegale ca dimensiuni şi struotură. - 
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Ribozomii se găsesc fie acolati de fața externă 
8 membranelor reticulului endoplasmatic, fie liberi în 
hialoplasmă gi au rol în sinteza de proteine prin 
asamblarea acizilor aminaţi într-o ordine dinainte 


stabilită: 
LANȚ τε Ὁ 
AA A ε G A c G G ττε zi 
vu ccu 5 
LANT — > 
MEMBRANA — ng 


NUCLEARA 
ME .MIGRARE 


--------- MISCAREA 
FIBOZ OMULUI 


CITOPLASMA 


SUBUNITATE MARE 


~ LANT 
PEPTIDIC 


Fige 23. Reprezentarea schematică a ribozomului 


13.2.1. Polizomii sau poliribozomii sînt forma- | 
tiui constituite dintr-o moleculă de acid ribonucleic 3 
mesager (A.R.N,m) pe care se fixează mai mulți ribozomi. 
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Poliribozomii reprezintă unităţile funcţionale 
elementare 18 nivelul cărora se derulează sinteza de 
proteine în celulă, 

Poliribozomii liberi din hialoplasmă sintetizen- 
ză proteinele necesare activităţilor celulere pe când 
polizomii legați de membrană sintetizează proteinele 
care vor fi excretate, 


13.2.2. Biosinteza ribozomilor 


Ribozomii iau naştere prin unirea acidului 
ribonucleic (A,R,N,r) cu o proteină)e 


A,.D,N,-ul nucleolar care joacă rolul de modei 
şi pe care vin să se fixeze moleculele destinate sinte- 
zei de A,R,N,r, reprezintă un segment din A,D,H.-ul 
unui cromozom Localizat în organizatorul nucleolsr, 

In timpul formării ribozomilor, formare care sre 
loc numi în cazul în care numărul lor din hialoplssm 
a scăzut sub normal; precursorul (A,R,N, 45 s) este 
încorporat la o proteină împreună cu care formează ο 
ribonucleoproteiná cu un coeficient de sedimentare de 


80 8, 


13,3. M i t o c onàriile 


M iv:og.oH-r--——— 

Mitoconüriilé sînt organite a tă în toate 
celulele, a căror rol major este de à înmagaaine sub 
formá de adenozintrifosfat energia onse prin 
oxidare enzimatică o moleoulelor nutritives 


îy mieroncopis optică 


130 21ο Worfolo ia i 
5! Forme nitoconüriilor poate fi: 
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+ bastoniformă 
^4 granulară | 
Forma lor poate fi diferită de la un tip celu- 
lar la altul sau chiar de la o celulă la alta, In en- 
terocite, mitocondriile au o dispoziție bipolară : 18 
polul apical ele au fornă de bestonaşe în timp ce 18 
polul bezal au un aspect granulare 
b/ Talia mitocondriilor este şi ea un element 
variabil, In hep&tocite, nefrooite, ele màs oară apro- 
ximativ 3 microni lungime gi O, 5 > ] microni grosime, 
iar în fibrele musculare ajung 18 8 microni lungime e 
ο/.. Numărul mitocondriilor dinir-o celul£ varia= 
ză în funcție de necegităţile energetice de care are 
nevoie, In hepatocite, nefrocite, numărui lor este mare 
' faţă de sdipocite, iimfooite,. unde numărul lor este 
reduse | | 
d/ D Distributia Yom; în: citoplasmă nu este fiză, 
ele îndreptîndu=se spre regiunile în care celuia are 


mai multă nevoie de energie : perinuclear, în vecinăta= 
tea, plasmalemei lîngă reticulul endoplàsmatic TUZOS. 

In tubii renali ele sînt dispuse în regiunea 
bazală a nefrocitelor deoarece eliberarea de energie 
este utilizată áe membrană în vederea trensportului 
activ de substanţă; în hepatocite sînt dispuse de-a 
lungul azului care unegte polul vascular cu cel biliar; 
în celulele ciliate se găsesc în apropierea centrului ` 
„cinetic al cilului sau oorpusculul bazale 


13.3.2, Ultragtructure mitocondriilor 


In microscopia electronică,mitoconâriile au o 


te 


e 
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Er orma sferică, alungită sau contorsionatás In structura 
Lor intră (fig.24) : | | 

| a/ b peptrati extenni de 50«70 R grosime, tri 
lamelatä, netedă pe faţa sa interni ; fate sa externă 
emite din loc $n Loc proiecţii rare gi sourto; 


Big. 24. Reprezentarea schematică în MATRE 
mitocondriei. l.membrena externi; 2 „membrana internă; 
3 camera eziernă ; 4, camera, internă cu matricea; 

5 Creste mitocondriale, 


b/ « o membrană, internă, do 5o«To ϐ grosime, tri- 
lamelatž, care trimite expansiuni digitiforme $n interi- 


orul mitoconüriei, formaţiuni. numite oreste mitocondriale; 


| c/ cemere externă este apaţiul. cuprins între mem- 
brana internă gi cea externă, larg de 4o-T7o À şi care 

. comunicá cu lumenul crestelor mitocondriale; este puţin 
 dehsí la fluxul de electroni; 
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d/ cameia internă este spaţiul limitat Ge meme 
brana internă si ouprins între crestele mitocondriale ; 
este ocupat de granule fine & căror densitate electro- 
no-microscopică variază în functie de starea funcţiona 
là a organituluie 


Matricea mitocondrială care ocupă cemera inter- 
nä, conţine în mod constant: 

+ molecule de AcDeNe ( 2% din cantitatea totală) 

+ mitoribozomi (acid ribonucleic mitocondrial- 
AeReNemt) vizibili după coloratii negative; 

+ granulaţii dense, neregulate, de aproximativ 
5οο E aoa I al ώς cationi e 


"9 


13046 R € E icu lu 1l e ndo 1 a smne ti 


Reticulul endoplasmaiic este un organit care apere 
sub forme unor canalicule gi cisterne, limitate de mem- 
brane de natură lipoproteicá cu grosime de 50-60 g y 
EL îmbracă două forme care comunică una cu cealaltă V 
dar care diferă prin structură şi functjiis 


Β/ reticulul endopi&smatic granular (R,E,G,) 


care prezintă pe faţa externă a Ν᾽ sale ri bo= 


zomi; 
b/ reticulul ο ον neted (R,E,N,) 


Diferentieres& morfologică gi funotional& dintre 
cele două forme se face numai ou ajutorul microscopului 
electronics (46.25). | | . 

Canalioculele reticulului endoplasmatie (cu un . 
diametru cuprins între 50-500 R ), sînt dispuse sub " 
forma unei reţele sau labirint canalicular. d 


“δ 
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La locul de întretăiere formează nigte diletatii sau 
cisterne care pot ajunge la 2000 R diametru, - 
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Reticulul enóoplasmatio face legătura inire mem- 
brana plasmatică si foita externă a membranei nucleare 
constituind un sistem circulator intracitoplasmetic. 

Poziţia reticulului endoplaesmatic diferă în re- 
ort de funcţiile tipului celular studiat, De exemplu, 

n celulele plandulare ele &cinilor pancresiioi, în ps- 
rotiă sau glanda submaxilară, reticulul endoplasmatic 
ocupă segmentul bazal al citoplasmei, In hepatociie, 

- sacii ergastoplesmioi au o dispoziţie conceniricá cunos- 

“cută sub numele de corpii lui Berg. In celulele nervoase 
(motoneuronii din coarnele anterioare ale măduvei spiní- 
rii), sacii ergastoplasmioi se reunesc in teritorii de - 
dimensiuni mici care carespund corpusculilor lui Nissl 
din microscopia optică, 


E» e 
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4365, C ο m p L exul Golgi 


Complexul Golgi este un organit format din unis à 
váti elementare reprezentate prin cisterne vurtite ş tes 
nestrate, care joacă un rol principal în transformarea 
şi ambalarea proteinelor elaborate de reticulul.endoplas- ' 
matio, în sinteza glicoproteinelor şi a mucopolizaeharie ` 

, elor (Μοβοζο)« m | 
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| a/ Forma complexului Golgi este extrem de variată 
de la un tip celular la altul; chiar în aceiaşi celulă 
forma lui variază în raport de ciclul functional, Pe 
preparatele impregnate cu azotat de argini sau tetraoxid 
de osmiu, el apar: sub fora. unei reţele dispuse în ve» 
zinătatea nucleului | 

b/ Dimensiunile complexului Golgi diferă şi ele 
în raport de tipul celular precum şi de cilul ei funetio- 
nal (este foarte bine reprezentat în celulele glandei mae 
mare în lactatie); este foarte dezvoltat în celulele ᾽ 
glandulare şi nervoase şi redus in fibrele musculare 


netede, | 
c/ Pozitia este relativ fixă pentru fiecare tip l 
celulare De exemplu în celulele. cu secreție exocrină, an + 


complexul Golgi este situat între nucleu şi polul apical . 
„pe cânâ în celulele endocrine el este situat între. nucleu 
şi polul bazal, El mai. poate ocupa cînd unul sau cel&lelt 
pol, indicínd de fiecare dată polul secretor al celulei- 


 wV&lsul complexului folgt. E μας. foliculare irois c 
diene, ον | | f 


13.5.2. Morfologia in miorogoo opia electronică 


aed & 4 


-J 
Scanned with OKEN Scanner 


Complexul Golgi cuprinde două forme de organizare: 


+ Gihtiozomii:; | Ó 
+ oisterne sau vezicule 


| 4487062. Bi APEE EAN sohematică a complexului 
^ Golgi; l.-vezioule de seoretie pürásind faţa de formc- 
i re; PAOI onse. 01. 1’ de yestoule de transfere 


zi el Dihtiozomul este format din MEG de saci 
aplatizati ; fiecare din ei au un lumen de 60-80 R 1imi= 
a de. o menbrană netedă cu o grosime de 50-65 ἃ . 

ΤῸ “Secil eolgieni sint Aispugi paralel, separati 


ος. 
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între ei prin spaţii de 35-8o £ ο 
Fiecare dihtiozom.are două feţe: 


+ o faţă de formare ( faţă îmatură seu prozimală) 
convexă, în raport ou înveligul nuclear sau cu membrene- 
„le reticulului endoplasmatio; | | 
+ o fegàü de maturare gau distal , concavă, spre 
care se îndreaptă cisternele sau veziculele formate ia 
extremităţile sacilor aplatizeti; este îndreptat spre 
polul de exoretie al celulei. 


af Cisternele. seu wezioulele, mai mari sau mai 
mici . ( 300-5000 8) au wn “conţinut. puţin dens la fluxul 
δε κ.α în. momentul desprinderii de extremităţile 
sacilor. aplatizaţi ai dihtiozomului; odatá cu migrarea 
lor către faţa de meturere & complexului Golgi, continu- 
tul lor devine din ce in ee. mai dens. la... fluxul de elec- 
troni ( faza de. maturare I, ο. τ 


13:62. L i 2. o z :9: ni i 


Sînt organite celulare care se pbati numai în 


microscopia. electronic, Αα o formă sferică iar conţinu- | 


tul lor este bogat. în enzime hidrolitice. 
&/ Membrana lizozomului are o structură irilame- 


1818, dubiată spre interior de o pătură glicoproteică re- 


zistentă la acţiunea conținutului enzimatio; ea asigură 
lizozomului ο letentü enzimatică ο 


b/ Matricea lizozomalí apare la anii dintre ei i 


gr&nulará (11z0zomi primari. cu un diametru de 0,3-0,1 : 


microni) ier la alţii se pot observa $n interior fragmen- 
te de membrană, de mitooondrii, fagozomi, eto. (lizozomi ` 
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Pie T Reprezentarea schematică a formării 
lizozomilor gi digestia celulară, 


le heterolizozomii care rezultă din fuzionarea 
lizozomilor primari ici aici idei vacuolele de pino- 
citozá; v ias 
: ?. Butolizozomii cînd enzimele lizozomale dis- 
trug structurile proprii ale celulei ; | 

2, & „sânt vacuole provenite dintr- 
un heterolizozom Bau a&utolizozom $n caro persistá reziduri 
pedigerate de enzime lizogzomale (figurile mielinice) 


130 
4ο crinolizozomii. rezultă prin fuziunea granule- 


lor de secreție celularë destinate EPOP suc ut, cu enzi- 
mele lizozomilor; 


5. corpii multi voal αυλάσι sint o varietate de 
lizozomi care conţin $n matrice numeroase vezicule mici 
în care. se desfăşoară o intensă activitate fosfatazică, 


13.7. P e rox iz omii 
Sînt organite celulare submicroscopice ce au un 


bogat conţinut enzimatic, in special peroxidaze, 
a/ Membrane - care limitează la periferie conjinu- 


tul peroxizomului, ae 6ο-θο Li grosime, are o cei mn 
asemănătoare. Plesmalemeig di δρα ο 

bf. Matricea este omogenă sau fin granulară, moe 
erat densă la fluxul de electroni; conține. uneori fila= 
mente ramificate, ^ ανν. 

Placa marginali este un sexes: insi la toste 

speciile de mamifere; este liniară şi se găseşte la pe- 
riferia peroxizomilui, | | | 


13,8. Centrul celular 
(centrozomul) 
| Egte un organit de dimensiuni mici, vizibil aţîţ 
in microscopig electronică cît gi în cea optic; este 
prezent în toate celulele care se divid, fiind observat 
mei bine în timpul degfügurürii aceateia, 


1348919 ΟΥ 01 ORĂ 


Centrul. celular μμ ΜΗ pru in E 


port de Zaza ciclului celulare 
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Centrul celular: a/ în microscopia 


optică; b/ în microscopia eleotronică 


Fig.280, 


in interfază el are forma unei granule numită 
Sentrozom în interiorul căruia ge află NS corpusculi 
Sau cenirioli (în cazul în care există doi centrioli, 
formațiunea se numeste d iplozom)e 

Aceste formaţiuni sânt înconjurate de o masă đe 
citoplasmă mai densă numită centrosferăe 


La periferia centrului celular se găseste asgterul 


constituit din elemente fibrilare fine care se dispun 
radiar în raport cu centrostera, 

Ansamblul centrosferă = aster se numeşte astro- 
sferă, | | | 


1308.2, Ultrastructura centrului celular 


Centriolul are forms aui cilindru de o ;15-0,25 
microni lungime gi 200-260 4 lărgime , a cărui perete 


esie format din nouă grupe de câte trei tubi sau triplete, 


Fiecare tub este alcătuit din 13 microfilasmente 
de 45 £ diametru, dispuse împrejurul unei cavităţi cen- 
trale clare. 

Centrul extremității: distale a centriolului 
(orientat către periferia celulei) este ocupat de un ci- 
lindzu din material opac către care converg linii dense 
la fluxul de electroni; ele pornesc de la faţa interni a 
unui tub din fiecare triplet, 


13,9, Mi orotubili 

Microtubii sint formaţiuni cilinârice,alungite, 
cu un diametru de &proximativ.250 R care intervin în 
menţinerea formei celulelor, în transportul de substanţe, 
în mobilitatea celulei, eio. 
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Ei au un perete dens la fluxul de eleotroni, 


gros de 5o ἢ Şi o cavitate as axialä puţin densă electro- 
nomiorosoopio largă de 140 ὦ 150 R, 
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un rol important în fenomenele de endo. gi exocitoz£, 
. precum şi în timpul Siviziunii celulare, 


15. nos nc l uz i xai le. £ e s u 1 are 


In citoplasma celulelor se pt: găsi ων 
care reprezintă produse de elaborare” ale complexului 
Golgi, substanțe captate din mediul extracelular gi 
retinute de celule sau produse. 89. dezasinilaţie, 


Spre deosebire de organitele celulare care au 


un caracter permanent, inoluziunile celulare au un 
caracter temporare UMS 


In celulă iau. diferite “zona. cds microscopie 
optică se pot evidenția prin folosirea tehnioilor de 
citochimie, 

Incluziunile pot fi formate din Ὁ 

+ substanțe proteice; 
$77 + grásimi | 
AS * glicogen; 

+ substante minerale (fier-811iciu) şi vitamine; 
+ granule de Beocreţie = zimogen 
= mucus - 
E Pignenti (nelanink), 


cel 


9T nervoase. 


| realizează ats 

> Si diferentiere T 982 atit 2 
κ. A ο. ΕΟ So Sia V Lere 

şi "Sprodiderea Τον. us E ui 


Ha se caracteri 

© spir&lizareg 

vederea repartizării Lor în 
celule fiice ; i H 

cnc EN 


£o 


τ îi 
miilor care se separă în 
număr egal între cele două 

5 à PI ie 


Piesă a unui mănunehi de mi.. 
forme j. ; 
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egre interes gează ὅ cejulele soma] loe. (homeot3 


ο EE 


T ipi ο YA 3 CUA 


A SUC ongia Bau mei.oz; 
sează numsi NICE sexuale "eter redes oar 
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Mc 


E reium 


τ 14.5 elo Mitoza -gonatick 


Des fhgureren nitozei ge face in patru stadii 
profaza, metafaza, anafaza si telofaza. S 
qme τσ — ' 


14626161, Profaza- a z 


a/ Fenomenele nucleare se > caracterizează prin 
zomilor,. la început subţiri, cromozomii 
air ALI ELLE 


"ΝΕ 
ΞΕ îngroaşă prin spiralizarea cromonemelor, Cenitromerul 
pibus i 


sau kinetocorul a cărui poziţie este constantă pentru 
iecare cromozom, devine vizibile 


Cromozomii se apropie i $e inveligul nuclear 1ă- 


prin $ndepkrturen celor doi. aşi loli ai diplozomului,. 
Intre ei aper miorotubi dare „formează fusul de diviziu- 


ne. e 


Mitocondriile ge fragmenteank. pus 
Inaintea “începerii celei de .a doua faze,nucleo- 


lul şi membrana nucleară dispar iar oromozomii migrează 


gramen otium ypns 


către regiunea, ecuatorială a celulei; ei stabilesc 
; contact ou miorotubii fusului de diviziune care se 
* anser 18 nivelul centironerului 
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l4e25.lo2, Metafaza 


Cromozomii ge eourteasi prin accentuarea spira- 


— Área 
pe direcția ia fusului de diviziune, ou A 


Á. ——— 
Cromozomii îgi orientează cromatidele către 


periferia celulară e place ecuatorială fiind formată 
din centromerele centrozomilor pe care se fixează . mie 


opor ch ς fusului de diviziune 
j Suprafața celulară, rezintk mi Éri de fierbere ο 


Gentromerul fiecărui cromozom precum şi fiecare 
cromatică încep să se cliveze longitudinal e 
nem pasi pa ΕΙ 


Ao am 


146.2 ole3e faza 


e— | 
Se caracterizează prin separarea completă a 


celor două centromere gi cromatide fiice gi migraréa 
fiecírui cromozom nou format către ambii poli ei ο ai celu=. 
leie =e 
In & dous n & doua jumätete a enai & en&fazei, in zona de cito- 

plasmă care separă cele două grupe de cromozomi Be gä- 
sege jesc microtubii fusului de diviziune care lau denuminan 
de miorotubi înterzonali e | B | 

É Cele două grupe de cromozomi. se găsesc Na cai à 


doi pu ei celulei e τ 
iae 


ză 


Cromozomii se  deapiralizează gi devin oarte 


subtiri (οὐ "— 


LUI | 
Se consu ude menbrana nucleară gi la sfîrgitul 
Di πω ο 
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Pig,23, Reprezentarea sohematică a etapelor 
mitozei somatice 
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in tot acegt timpy partes mijlocie 8 celulei 
mamă se etredguleask ; miorotubit interzonali al ' fugu- 


aen rmt pm oe 
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σι care p" viitoarele "" 2n 
ES end CIL ara 
“Toste organitele celulare se repertizeazh apros 
ximstiv în mód | egal între cele două celule fiice, | 
Mişcările periferice diminuă progresiv pînă la 
dispariţie iar cele două: celule fiice Be epus complet, 


Celulele ala. mature au gameţii se formează 
în urma unui tip special de diviziune care poartă nume- 
le de meiozăe Meioza cuprinde e două diviziuni guccesivs: 


 meioza propriu-zisă. sau diviziunea reducjions- 


15 în urma căreia numărul diploid- de cromozom sat 
2 N) este redus la jumătate (formulă cromozomială 


haploiâă; 23. sau N)o — | | 
| diviziunea de maturare, ecu&tionsli, osre 
conservă numărul. haploid de cromozomi. | 


giai 1 

Se derutează patru faze : profaza, 

&n&i&ze gl tel o Caracteristică este 
se desfăşoară 11) cinoj. stad dii: 


6, jeptoteni 
(1 zigoten ; 


(5, pahiten. ; 


Φ, dipioten; 
Ov diateza 
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14oe3olole L 
le Stadiul iul lentotien începe o dată cu creşterea 


în volum 8 nucleului, replicarea AsDeNs-ului ι CPOMOZO= - 
mial gi “pi diferenţierea oromozomilor care se gásesc în 
numár diploide 

2e Stadiul zizoten se caracterizează, prin 
&colarea longitudinală a RI a cromozomilor omologi (fiecare 
&utozom de origine maternă se &coleazá la aut ozomul 
omolog de origine paternă, O astfel de pereche ie nue 
mele de cromozomi bivelenti seu died, 

Ia Sffrgitul acestei faze se găsesc 22 cromozomi 
bivalenţi, deci B-a efectuat reducerea ia jumătate a 
garniturii cromozomiale ο ^ | 

Cromozomii sexuali ( xy seu xr) alcătuiesc o 
formatiune cunogoută sub numele de veziculă sexuală, 
ID DA one ME PORT T Sm T Sp ολες. 


3. Stadiul pahitene 18 nivelul fiecărei oroma- 


| tide din diadá apare un clivaj longitudinal care deter- 


F mină apariția a două cromatide paraleleo In urma &ces- 


tui clivaj, fiecare bivalent va avea patru cromatide 
alcătuind o ὑθζνειᾶᾶ ο ἘΣ. 

in această fază are loo un schimb ἃς material 
genetic între cromatidele de origine paternă si cele 
ác origine materni, schimburi realizate prin legături 
chiazmatice, (orosping over), 
| 4e Stadiul diploten se caracterizează prin 
separarea cromozomilor omologi din din fiecare bivalent, 


ο legati numai 1.8. nivelul ohiazmelore . 
5e Stadiul d rineză» Cromozomii bivalenji 


migrează spre periferia nucieului, legaăturile lor 
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Pig,30. Reprezentarea Schemmticà e profazei 
meiozei. l.-centrioli; 2,-nucleu; 3.-autozom matern; | 
4,.-&utozom patern; 5.-vezlocula sexuală; 6.-gonosom Y; 
T.-gonosom X; B,-materiel genetio matern; 9.-material- 


genetic paterne 
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Pig 31. Urn&tosrele faze ale meiozei 
L.-premetefaza; B.-metefazai e anataza ; ü,.-telofaza 


chiazmatice peăucânăuise, foarte mult. Se individuali- 
zează cromozomii sexuali (xy. seu xx). Dispare nuoleolul 
PEL membrana puclearü se dezintegrează (Fig.24). 

| 14.030 e η 8 


Cromozomii. ocupă planul ecuatorial al celulei 


" sex pe fiecare. ere centromer ge inseră microtubii fusului 
de diviziune, 


14.3.1.3ε Înateza | 
Cromozomii, din fiecare bivalent se separä, feno- 
μμ μα tea MÀ 


A^. 
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 menul denumit disjuneție gi migrează spre-polii. celulei, 


ag 


Maxchează începutul formării celor | două oe celule 


fiice 8 spermatocitelor şi ovocitelor Il, , cu ; echip&- 
mentul cromozomiel redus 18 ca ci (ozmulă ba:ploidă, τ 


ai e d Dei 


Este o pitajă ο ob pigavită, ecua 
nu. mai are 100 replicereă,  AeDeNeoului, In urma acestei 
diviziuni de maturare rezultă gametii apti pentru fe- 
p ai ο 
cundare care conţin acelaşi numàr haploid de cromozomi 
111919 din v Gare au Irat negiere | 
ca Bi ce e 9 


ionali, în care 


14240. 


Prin diviziunea directă Se Formează ouï celule 
fiice prin simpla gtrangulare & nucleului şi & Sitoplas- 
mei celulei mame, fürü apariţia cromozomilore | 
^ $e întâlneşte ín hepatocite, celule cartilagi- 
noase gÍ ΟΒΟΒΒΘ/ etos μαμα 
— IUe casu (hepatocite) diviniüset nucleu- 
lui 1 nu este e însoțită gi de. împărţirea .oitoplasmei, éucind 
la a apariţie celulelor binuoleate, 


Tot t $n acest mod iau ves si plemnodiile, ES 
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